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Summary 
Summary 
Pseudomonas aeruginosa is among the most relevant opportunistic pathogens involved 
in infections at hospitals, as well as in immunocompromised and cystic fibrosis patients. In 
addition, this bacterial species displays a characteristic low susceptibility to antibiotics and is 
able to acquire increased levels of resistance upon selection with antibiotics during treatment. 
All these circumstances currently make P. aeruginosa infections of special concern. One of the 
most important causes of resistance in this bacteria is the expression of multidrug efflux pumps, 
able to extrude disinfectants and antibiotics among others. In this PhD Thesis we analyse the 
physiological effects, with a special focus on the quorum sensing (QS) regulation network, of the 
acquisition of high level of resistance due to mutations in the mexR or nfxB genes, which leads 
to the overexpression of the MexAB-OprM or MexCD-OprJ efflux pumps respectively. In 
addition, as an independent objective, we have analysed, using experimental evolution and 
whole genome sequencing tools, the potential mechanisms of resistance of P. aeruginosa 
against the new antibiotic MDN-57. 
In this work, we demonstrate using transcriptomic analyses, that both the over-
expression and the deletion of the MexAB-OprM or MexCD-OprJ efflux systems produce a high 
impact over the expression of a large number of genes, evidencing the importance of an 
appropriate expression of these RND systems for cellular homeostasis. We also show that NfxB, 
the negative regulator of MexCD-OprJ efflux pump, has a potential role as global regulator 
controlling the expression of a set of genes in a direct or indirect way, beyond the mexCD-oprJ 
operon. Further, we specially focus in the comparison between the transcriptomes of the mexR* 
and nfxB* mutants, which overproduce the MexAB-OprM and MexCD-OprJ efflux system 
respectively in order to decipher the differences and similarities observed in gene expression 
between these two strains. In this sense, we have found that the main similarity observed when 
each one of the mexR* and nfxB* transcriptomes are compared with that of the wild-type 
parental strain is the alteration in the expression of a large set QS-regulated genes. These results 
could be initially considered as a consequence of an unspecific burden associated to the 
hyperactivity of either of these two RND systems. However, we show that these changes are 
dependent on the specific efflux system overexpressed, being different the underlying 
mechanism by which mexR* and nfxB* mutants present an impaired QS signalling network. 
In contrast with previous claims, we demonstrate that defective QS response associated 
with the overexpression of MexAB-OprM, rather than being a consequence of an excessive 3-
oxo-C12-HSL extrusion, is due to an impaired production of both PQS and HHQ, probably caused 
by a decreased production of its immediate precursor, octanoic acid. On the other hand, we 
show that the impaired QS-response observed in the nfxB* strain is mainly caused by an 
excessive non-physiological extrusion of the autoinducer signal HHQ, which produces a decrease 
in its own production and in the synthesis of PQS. Despite we also demonstrate that MexCD-
OprJ is able to extrude kynurenine, another precursor of AQs, our results indicate that this 
extrusion is not the main cause of the low AQs production observed in the nfxB* mutant. 
Altogether, these results highlight the relevance of these two RND efflux systems in the 
modulation of the QS-response. 
Finally, we have showed that prolonged exposure of P. aeruginosa cultures to the new 
antibiotic MDN-57 leads to selection of resistant mutants containing mutations in hemA and/or 
hemD genes. Since these two genes are implicated in heme biosynthesis, it is possible that this 
pathway would be the target of MDN-57. In addition, we also show that the MexAB-OprM, 
MexCD-OprJ and MexEF-OprN efflux pumps contribute to the intrinsic and the acquired (when 
overexpressed) resistance to MDN-57.
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Introducción 
1. Introducción 
1.1. Resistencia a los antibióticos en bacterias 
Uno de los mayores avances en la historia reciente de la medicina es sin duda el 
descubrimiento de los antibióticos y su aplicación en clínica para el tratamiento de 
enfermedades infecciosas. Muchas de las enfermedades infecciosas que en el pasado estaban 
entre las principales causas de mortalidad entre la población, son consideradas hoy día como 
enfermedades de bajo riesgo gracias a la eficacia de los tratamientos basados en el uso de 
antibióticos. Desde el descubrimiento de la penicilina, la búsqueda y desarrollo de nuevos 
antibióticos ha vivido una época de esplendor en la que se han identificado una gran cantidad 
de compuestos que han tenido un impacto muy positivo en la salud, mejorando de manera 
considerable, no solo el tratamiento de las infecciones, sino también la eficacia de ciertas 
prácticas clínicas que exponen al paciente a un alto riesgo de sufrir infecciones [1, 2]. Sin 
embargo, la investigación y el desarrollo de nuevos antimicrobianos es un campo que ha ido 
progresivamente decayendo en los últimos 20 años [3], solventándose la emergencia de 
resistencias de un patógeno infeccioso a un determinado compuesto con la administración al 
paciente de otro antibiótico con un mecanismo de resistencia diferente.  
 
Figura 1.1. Representación esquemática de los principales mecanismos de resistencia a antibióticos y de 
su contribución a la resistencia intrínseca, fenotípica o adquirida. La resistencia intrínseca engloba a 
todos aquellos elementos genéticos cuya expresión contribuye a disminuir la sensibilidad a un 
antibiótico determinado, entre los que se encuentran tanto los elementos clásicos de resistencia como 
elementos reguladores y genes que intervienen en el metabolismo de la bacteria. Algunos de estos 
elementos genéticos también pueden contribuir eventualmente a la resistencia adquirida mediante la 
transferencia horizontal de genes o la emergencia de mutaciones, como puede ser el caso de los 
sistemas de bombeo múltiple de drogas (MDR) o las enzimas inactivantes de antibióticos. En el caso de 
la resistencia fenotípica, lo que se produce es un mecanismo de adaptación transitorio, dependiente de 
las condiciones ambientales que disminuye la eficacia de un antibiótico en cuestión, sin necesidad de 
que tenga lugar ninguna modificación genética y por tanto, a través de un mecanismo no heredable 
(Figura tomada de [4]). 
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La plasticidad genotípica y fenotípica que tienen los microorganismos en general para 
adaptarse a casi cualquier ecosistema ha permitido que paralelamente al desarrollo de 
antibióticos hayan ido emergiendo multitud de mecanismos de resistencia [5], muchos de los 
cuales pueden ser transmitidos célula a célula mediante la transferencia horizontal de genes [6]. 
Este hecho sumado al uso masivo de los antibióticos a lo largo de las últimas décadas ha 
provocado que dichos mecanismos se hayan ido seleccionando en los patógenos bacterianos 
haciéndolos cada vez más difíciles de erradicar [7, 8]. En la actualidad, ésta es una de las mayores 
preocupaciones a nivel mundial en temas de salud, hasta el punto de que algunos de estos 
patógenos, que en el pasado eran tratados con gran eficacia, sean considerados por la 
Organización Mundial de la Salud como patógenos prioritarios para los que es necesario que se 
incentive la búsqueda y desarrollo de nuevos fármacos eficaces contra las infecciones que 
provocan [9]. En este sentido, el uso de métodos predictivos de la emergencia de genes de 
resistencia a fármacos de nueva generación en una fase preclínica es fundamental, no solo para 
descubrir los posibles mecanismos de resistencia que pueden desarrollar los microorganismos 
frente a esos fármacos, lo que ayuda a optimizar los protocolos de aplicación, sino también para 
descubrir las potenciales dianas sobre las que dichos fármacos actúan [10-12].  
Los diferentes mecanismos de resistencia a antibióticos pueden clasificarse en varias 
categorías (Figura 1.1) [4, 13]:  
I. La resistencia intrínseca, que es la resistencia basal que presenta una 
determinada bacteria a un antibiótico concreto. Esta resistencia depende del 
resistoma intrínseco, que se ha definido como el conjunto de elementos 
cromosómicos propios de la bacteria que, sin que haya existido una exposición 
anterior al antibiótico, contribuyen al fenotipo característico de sensibilidad de 
esta especie bacteriana [4, 14].  
II. La resistencia fenotípica, que incluye aquellos mecanismos de resistencia no 
heredables que son dependientes de una condición ambiental transitoria, como 
puede ser la presencia de inductores, la formación de biofilm o la persistencia 
[15, 16].  
III. La resistencia adquirida, que hace referencia a la obtención de un mecanismo 
de resistencia, ya sea por mutación, recombinación o transferencia horizontal 
de genes (HGT por sus siglas en inglés, Horizontal Gene Transfer) [6, 17].  
Dentro del resistoma intrínseco de una bacteria se engloban todos aquellos elementos 
genéticos cuya pérdida de funcionalidad aumenta la sensibilidad del microorganismo frente a 
un compuesto determinado. El estudio de los resistomas intrínsecos de distintos 
microorganismos ha permitido determinar que aproximadamente el 3 % de todo el genoma 
contribuyen a dicho resistoma [13, 18]. Esto incluye, no solo determinantes de resistencia 
clásicos, como sistemas de expulsión de drogas o enzimas inactivantes de antibióticos, sino 
también reguladores y elementos básicos de la fisiología bacteriana, indicando que la resistencia 
intrínseca no es necesariamente una respuesta específica a la presencia del antimicrobiano, sino 
una característica derivada del conjunto del metabolismo bacteriano. En esta tesis nos 
centraremos en uno de los principales mecanismos de resistencia a antibióticos en bacterias que 
contribuye a estos tres tipos de resistencia como son los sistemas de bombeo múltiple de drogas 
MDR (por sus siglas en inglés, Multi-Drug resistance). 
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1.1.1. Resistencia mediada por bombas de expulsión múltiple de drogas 
Los sistemas MDR son uno de los mecanismos de resistencia a drogas más extendidos 
entre los seres vivos, estando presente tanto en organismos eucariontes [19, 20] como 
procariontes [21-23]. Estos sistemas estén altamente conservados entre taxones tan alejados 
como los humanos, donde son capaces de expulsar drogas antitumorales, y las bacterias, donde 
pueden contribuir a la resistencia a los antibióticos [24, 25]. Esto demuestra que dichos sistemas 
tienen un origen ancestral muy primigenio, anterior a la “era de los antibióticos”, sugiriendo que 
su función biológica original debe ser diferente a la de expulsión de drogas utilizadas 
comúnmente en clínica [26]. Actualmente se conocen cinco familias de sistemas de bombeo 
MDR (Figura 1.2) [25]: MFS (Major Facilitator Superfamily) [27]; MATE (Multidrug And Toxic 
compound Extrusion) [28]; ABC (ATP Binding Cassette) [29]; SMR (Small Multidrug Resistance) 
[30] y RND (Resistance Nodulation Division) [31, 32]. 
 
Figura 1.2. Los sistemas de bombeo múltiple de drogas pueden clasificarse en 5 familias: Los sistemas 
RND, que son sistemas tripartitos que utilizan el gradiente de protones H+ para expulsar el sustrato 
mediante antiporte H+/sustrato; sistemas SMR y MFS que también utilizan el sistema antiporte 
H+/sustrato para la expulsión de los sustratos; sistemas MATE que pueden utilizar iones Na+ o H+ para 
expulsar el sustrato mediante un mecanismo de antiporte; sistemas ABC que utilizan la energía liberada 
por la hidrólisis de ATP para expulsar los sustratos (Imagen tomada de [33]). 
 
Una de las características fundamentales de los sistemas MDR es su “inespecificidad 
específica de sustrato”, ya que un mismo sistema de bombeo puede expulsar de manera 
aparentemente inespecífica una gran variedad de compuestos estructuralmente diferentes, 
incluyendo antibióticos [33]. Además, muchos compuestos pueden ser expulsados por más de 
un sistema MDR presente en una especie bacteriana [34]. Sin embargo, es común que los 
diferentes sistemas MDR presentes en una especie bacteriana a menudo posean funciones 
fisiológicas diferentes [26, 33, 35] y difieran además en muchos de los compuestos que pueden 
expulsar, por lo que no presentan un perfil de sustrato completamente redundante. 
Generalmente la expresión de este tipo de sistemas esta finamente regulada, existiendo 
reguladores locales o multifuncionales que controlan su expresión. Muchos de estos sistemas 
contribuyen a la resistencia intrínseca de las bacterias, ya que presentan unos niveles de 
expresión basal suficientes para disminuir la sensibilidad a los antibióticos que son expulsados 
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por estos sistemas [25]. Además, la aparición de una mutación en el/los elementos reguladores 
de un sistema MDR puede provocar su sobre-expresión, contribuyendo así a la adquisición de 
un mayor nivel de resistencia (resistencia adquirida) frente a los antibióticos que son expulsados 
por este sistema [25]. Es por esto que los sistemas MDR tienen una gran relevancia respecto a 
su contribución a la resistencia que puede presentar un patógeno en clínica dificultando en gran 
medida su erradicación. 
De entre las 5 familias MDR, los sistemas MATE son los más extendidos entre bacterias 
Gram-positivas mientras que los sistemas RND son los más frecuentes entre bacterias Gram-
negativas, y son en los que se va a centrar este trabajo. El sistema RND de Escherichia coli, AcrAB-
TolC, ha sido considerada como modelo para el estudio de la estructura y el mecanismo de 
acción de las bombas pertenecientes a esta familia [31, 32]. Estos sistemas de bombeo RND 
forman estructuralmente un complejo tripartito compuesto por i) una subunidad bombeadora 
de tipo anti-porte que utiliza la fuerza protón-motriz para expulsar el sustrato, la cual se 
encuentra atravesando la membrana interna de bacterias Gram-negativas (AcrB), ii) una 
proteína que atraviesa la membrana externa y conecta con el exterior de la célula (TolC) y iii) 
una proteína periplásmica de fusión de ambas membranas (AcrA) [31, 32]. Genéticamente estos 
sistemas suelen estar organizados en operones que están bajo el control transcripcional de una 
o varias proteínas reguladoras, generalmente de tipo represor, codificadas por genes que 
normalmente se encuentran en la zona adyacente a la zona promotora y se transcriben en 
sentido divergente a dicho operón. No obstante se pueden encontrar muchas variantes como 
es el caso de MexT, la proteína reguladora del sistema MexEF-OprN en P. aeruginosa, que actúa 
como activador de la transcripción en lugar de represor [36], o el sistema MexXY-OprM de este 
mismo patógeno, cuyo operón no posee el gen correspondiente a la porina, sino que utiliza la 
porina OprM codificada en el operón mexAB-oprM [37]. 
1.1.2. Efectos de la adquisición de resistencia mediada por bombas MDR sobre 
la fisiología bacteriana 
Generalmente se asume que la adquisición de resistencia a antibióticos conlleva un 
coste metabólico o energético que puede hacer menos competente a la nueva bacteria 
resistente frente a su isogénica silvestre en cualquier condición, lo que se conoce como coste de 
fitness [38, 39]. En el caso de los elementos genéticos móviles se asume que la replicación, 
transcripción y traducción del material genético incorporado puede provocar esa pérdida de 
competitividad [6]. En el caso de la adquisición de resistencias mediante mutación, la mayoría 
suelen ocurrir en elementos claves en la fisiología de la bacteria como son las dianas moleculares 
contra las que actúan los antibióticos, transportadores, reguladores globales o locales que 
provocan la sobre-expresión de genes de resistencia como los que codifican los sistemas de 
bombeo MDR [40, 41]. Puesto que los antibióticos actúan sobre procesos fisiológicos 
fundamentales para la bacteria, es lógico que la adquisición de resistencia pueda conllevar la 
alteración de esos mismos procesos fisiológicos alterando su eficiencia y generando una 
desventaja en la cepa resistente. En este sentido, si la adquisición de resistencia tuviera asociado 
per se un coste de fitness, dicha deficiencia debería observarse en cualquier condición en la que 
la cepa resistente estuviera creciendo [42]. Sin embargo, se ha demostrado que el fitness 
asociado a la incorporación de elementos genéticos móviles puede ser dependiente de los genes 
que portan más que del mantenimiento y expresión de estos elementos [43-45], que una misma 
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mutación puede provocar efectos fisiológicos diferentes en función de la cepa en la que se 
produzcan [46] y que muchos de los defectos de fitness asociados a mutaciones de resistencia 
pueden ser dependiente de las condiciones de crecimiento [47-49]. Por tanto, la adquisición de 
resistencia a antibióticos no tiene por qué provocar un coste de fitness, sino que puede provocar 
cambios fisiológicos concretos que dependiendo del entorno genético y ambiental puede o no 
provocar una pérdida de competitividad. Por otro lado, se ha demostrado que en muchos casos 
en los que la adquisición de resistencias afecta negativamente a la competitividad de la bacteria 
portadora pueden emerger mutaciones compensatorias que mejoran el fitness de estos 
mutantes resistentes [39, 48]. 
En el caso de la sobre-expresión de sistemas MDR, se asume que existe una pérdida de 
fitness que puede ser causada por el consumo energético asociado a la propia actividad de la 
bomba, el cual sería independiente del sistema de bombeo sobre-expresado. En el caso de los 
sistemas ABC, estaría provocado por consumo directo de ATP y en el resto de familias por la 
excesiva internalización de iones asociado a la expulsión de sustrato mediante anti-porte y que 
puede afectar tanto al pH intracelular como al mantenimiento del gradiente electroquímico de 
la membrana celular. Por otra parte, los sistemas MDR pueden expulsar compuestos de 
naturaleza química variable entre los que se encuentran, no sólo muchos de los antibióticos 
usados comúnmente en clínica, sino también una amplia variedad de sustratos producidos tanto 
por la propia especie portadora del sistema de bombeo como por otras especies que pueden 
compartir el mismo nicho ecológico [33]. Dentro de esta “inespecificidad específica de sustrato” 
de cada sistema MDR pueden encontrarse, tanto algunos compuestos fundamentales para la 
propia fisiología de la bacteria, como algunos perjudiciales segregados por bacterias 
competidoras o por el hospedador. Por tanto, la sobre-expresión constitutiva de un sistema 
MDR concreto puede provocar alteraciones fisiológicas específicas mediante la excesiva 
expulsión de alguno de estos compuestos, lo que podría afectar tanto positiva como 
negativamente la competitividad de la cepa resistente en función del entorno y las condiciones 
de crecimiento [35]. Por ejemplo, se ha descrito que la sobre-expresión del sistema RND MexEF-
OprN disminuye la respuesta quorum sensing (QS) y la virulencia de P. aeruginosa, mientras que 
en condiciones de cultivo en medio rico en nutrientes y con saturación de oxígeno la sobre-
expresión de este sistema de bombeo no supone ninguna desventaja competitiva frente a la 
cepa silvestre [49, 50]. Otro ejemplo es la bomba SmeDEF de Stenotrophomonas maltophilia, 
cuya inactivación disminuye la capacidad del organismo para colonizar las raíces de las plantas 
[51]. Por otra parte, su sobre-expresión da lugar a un fenotipo menos virulento en el modelo 
Dictyostelium discoideum al mismo tiempo que mejora la asimilación bacteriana de ciertos 
azúcares [52]. En el caso de la bomba MtrCDE de Neisseria gonorrhoeae, se ha demostrado que 
su sobre-expresión, no sólo no provoca un defecto de fitness, sino que incluso mejora 
considerablemente la patogenicidad de la bacteria probablemente debido a que dicho sistema 
es capaz de expulsar compuestos antimicrobianos generados por el hospedador [53]. 
El hecho de que exista una interconexión entre los niveles de expresión de sistemas MDR 
y la virulencia de un patógeno infeccioso es de especial importancia no solo desde un punto de 
vista clínico, sino también desde un punto de vista evolutivo ya que se ha propuesto que la 
función biológica de varios de estos sistemas es precisamente la de modular la virulencia del 
patógeno [33, 35, 54]. Son muchas las evidencias que demuestran el papel fundamental que 
tienen algunos sistemas de bombeo en la virulencia de las bacterias. Este es el caso de AcrAB-
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TolC que, además de inducirse en presencia de sales biliares [55], un grupo de compuestos 
antimicrobianos presentes en el intestino del hospedador, es fundamental para la virulencia de 
Salmonella enterica [56]. Puesto que este sistema MDR es el principal componente RND que 
contribuye a la resistencia intrínseca de algunas enterobacterias, se considera un sistema de 
bombeo fundamental tanto para la virulencia como para la supervivencia de estas bacterias 
dentro del hospedador [25, 57]. En el caso de SmeDEF de S. maltophilia se ha visto que, además 
de ser fundamental para la colonización de raíces de plantas, su expresión es inducible por 
flavonoides producidos por dichas plantas, lo que sugiere un claro evento de co-evolución entre 
plantas y microorganismos [51]. Otro ejemplo de la interconexión entre sistemas MDR-
virulencia la encontramos en Acinetobacter baumannii, donde se ha descrito que cepas sobre-
expresoras de los sistemas AdeABC, AdeFGH o AdeIJK, además de presentar una mayor 
resistencia a ciertos antibióticos, presentan un defecto importante en la formación de biofilm, 
lo que finalmente tiene un impacto sobre la virulencia de este patógeno [58]. 
Todas estas evidencias ponen de manifiesto la relevancia que tienen los sistemas MDR 
en diferentes procesos fisiológicos importantes para las bacterias, por lo que no es de extrañar 
que su expresión esté finamente controlada en estos microorganismos [59]. Además, muestran 
que la adquisición de resistencia a antibióticos mediada por la sobre-expresión de bombas MDR 
no tiene por qué conllevar una pérdida de competitividad per se, sino que más bien se ven 
afectados una serie de procesos fisiológicos en función del contexto genómico y ambiental que 
sobre-expresa dicho elemento de resistencia. Como consecuencia, la competitividad de la 
bacteria resistente frente a la isogénica sensible puede alterarse en función de las condiciones 
ambientales. 
1.2. Pseudomonas aeruginosa 
P. aeruginosa es un bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo, perteneciente a la 
familia Pseudomonaceae. Una característica fundamental de esta bacteria es su gran 
versatilidad metabólica [60], lo cual le permite colonizar multitud de ambientes diferentes, 
incluyendo sistemas de agua dulce y salada [61-64], aguas residuales [65], petróleo [66] o suelos 
[67, 68]. Además tiene la capacidad de colonizar un amplio espectro de hospedadores que van 
desde la ameba D. discoideum [69], hasta plantas [70, 71] y animales [72-74], incluyendo a la 
especie humana [75]. 
Actualmente, P. aeruginosa es considerada como uno de los patógenos oportunistas 
más importantes en el mundo [76, 77]. Es capaz de producir infecciones en pacientes 
inmunocomprometidos, con enfermedades basales, cateterizados y en general, debilitados. 
Puede producir infecciones crónicas en individuos que presentan fibrosis quística o enfermedad 
pulmonar obstructiva crónica [78-82], como agudas en pacientes con SIDA [83], cáncer [84] o 
que presentan graves quemaduras [85] provocando, entre otras, infecciones cutáneas, 
intestinales y urinarias, septicemias y otitis externa [75, 77]. Se considera la principal causa de 
enfermedad respiratoria nosocomial y de la elevada tasa de mortalidad de pacientes de las 
unidades de cuidados intensivos infectados con este patógeno [63, 86, 87]. 
P. aeruginosa es considerada como uno de los patógenos más difíciles de erradicar por 
la baja sensibilidad que presenta a diferentes familias de antibióticos [4, 88-90]. Además, la 
adquisición de un mayor nivel de resistencia mediante mutaciones que son seleccionadas en 
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presencia de antibióticos es desgraciadamente un suceso muy común en P. aeruginosa, en 
particular en el caso de infecciones crónicas [60]. Es por esto que las infecciones crónicas 
provocadas por este patógeno oportunista en pacientes que padecen fibrosis quística, a pesar 
de tratarse durante largos periodos con múltiples antibióticos, derivan frecuentemente en la 
selección de organismos multi-resistentes que contribuyen en gran medida al deterioro 
pulmonar y la mortalidad en este tipo de pacientes [91, 92]. Por todo esto P. aeruginosa ha sido 
utilizada en la comunidad científica como uno de los organismos modelo más importantes para 
el estudio de los diferentes mecanismos de resistencia a los antibióticos. De entre los distintos 
mecanismos de resistencia a antibióticos que podemos encontrar en P. aeruginosa, en este 
trabajo nos vamos a centrar principalmente en la resistencia asociada tanto a la expresión basal 
como constitutiva de bombas de expulsión múltiple de drogas del tipo RND, que es uno de los 
mecanismos de resistencia relevantes a la hora de tratar este tipo de infecciones [25, 93, 94], y 
los efectos fisiológicos asociados a los diferentes niveles de expresión.  
1.2.1. Sistemas de bombeo RND en P. aeruginosa 
En P. aeruginosa se han descrito hasta la fecha 12 bombas de expulsión múltiple de 
drogas perteneciente a la familia RND [95]: MexAB-OprM [96]; MexCD-OprJ [97]; MexEF-OprN 
[98]; MexXY [99, 100]; MexJK [101]; MexGHI-OpmD[102]; MexVW [103]; TriABC-OpmH [104]; 
CzcAB [105]; MuxABC-OpmB [106]; MexPQ-OpmE [107]; y MexMN [107]. De todos estos 
sistemas, los que tienen un papel más relevante en la resistencia a los antibióticos son MexAB-
OprM (β-lactámicos, cefalosporinas, fluoroquinolonas, macrólidos, tetraciclina, cloranfenicol, 
novobiocina, trimetoprim y sulfonamidas), MexCD-OprJ (quinolonas, macrólidos, tetraciclina, 
cloranfenicol, novobiocina, cefalosporinas y trimetoprim), MexEF-OprN (fluoroquinolonas, 
cloranfenicol, tetraciclina y trimetoprim) y MexXY (aminoglicósidos, quinolonas, macrólidos, 
tetraciclina, β-lactámicos y cefalosporinas) [25, 37, 108-113]. De estos cuatro sistemas RND, los 
únicos que contribuyen a la resistencia intrínseca de este patógeno son MexAB-OprM y MexXY, 
ya que la pérdida de cualquiera de estos dos sistemas provoca una hiper-sensibilidad a los 
antibióticos que son expulsados por ambos sistemas [37, 114, 115]. 
Además, estos cuatro sistemas RND pueden contribuir a la resistencia fenotípica ya que 
se sabe son inducibles bajo ciertas condiciones específicas de estrés o en presencia de moléculas 
inductoras, aportando a la bacteria un cierto nivel de resistencia transitoria a los antibióticos 
expulsados por dichos sistemas [15, 25, 33]. La expresión de MexAB-OprM es dependiente de 
ciclo [116] y está regulada por el sistema de señalización dependiente de densidad poblacional 
conocido como QS [116-119]. Además se ha visto que la expresión de MexAB-OprM es inducible 
bajo condiciones de estrés oxidativo [120] y en presencia de triclosan y pentaclorofenol [121]. 
MexCD-OprJ, además de inducirse en presencia de péptidos antimicrobianos de origen humano 
LL-37 [122], se induce bajo condiciones de estrés de membrana celular de manera dependiente 
a AlgU, que es un factor sigma implicado en respuesta a estrés [123]. Por este motivo, varios 
desinfectantes que atacan la membrana pueden inducir la expresión de este sistema cuando se 
encuentran en concentraciones subinhinbitorias [124]. Además, mediante análisis 
transcriptómico de biofilms formados en condiciones anóxicas en un medio sintético que emula 
el esputo de pacientes con fibrosis quística, se ha detectado que MexCD-OprJ se expresa a alto 
nivel y podría contribuir por tanto a la resistencia que tienen dichos biofilm a antibióticos 
expulsados por este sistema [125]. La expresión de MexEF-OprN se induce bajo condiciones de 
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estrés nitrosativo [126] y también cuando P. aeruginosa está en contacto con células epiteliales 
de las vías respiratorias humanas [127], por lo que esta bomba podría estar contribuyendo a una 
resistencia transitoria relevante en un contexto de infección de pulmón. MexXY, además de 
contribuir a la resistencia intrínseca, se induce de una manera independiente a la acción de su 
regulador local, MexZ, bajo condiciones de estrés oxidativo y en presencia de inhibidores de la 
síntesis proteica que inducen parada del ribosoma como tetraciclinas y aminoglicósidos [115]. 
Por otro lado, estos sistemas de bombeo RND también contribuyen a la adquisición de 
altos niveles de resistencia en P. aeruginosa, debido a la emergencia y selección de mutaciones 
en elementos reguladores de su expresión. Aunque las mutaciones más frecuentes son en sus 
reguladores locales, que hacen que se expresen estos sistemas de manera constitutiva [25], 
pueden aparecer mutaciones en otros genes reguladores de estos sistemas RND provocando 
asimismo su sobre-expresión [128-131]. En el caso de MexAB-OprM, mutaciones tanto en su 
regulador local MexR [132, 133] como en otros reguladores secundarios de este sistema como 
son NalC [128] y NalD [129] pueden llevar a la sobre-expresión de este sistema tal y como se ha 
comprobado en aislados clínicos [112, 113, 129], a los que comúnmente se los conoce como 
mutantes nalB. La emergencia de mutantes hiper-resistentes que sobre-expresan el sistema 
MexCD-OprJ se deben principalmente a mutaciones en su regulador local NfxB [134, 135], en 
muchos casos bajo exposición prolongada a ciprofloxacino [111, 136], y se han detectado tanto 
en clínica [109, 112, 136, 137] como en biofilm preformado en presencia de antibióticos [111, 
138]. En el caso de nfxB, sus mutaciones no solo se correlacionan con un aumento de la 
resistencia a los antibióticos, la cual es mediada por MexCD-OprJ, sino que también puede 
conllevar una hipersensibilización a β-lactámicos y aminoglicósidos causada por un defecto en 
la producción de la proteína de membrana externa OprM, que es necesaria para la actividad de 
ambos sistemas [139]. Además, se ha visto que la sobre-expresión de MexCD-OprJ provoca una 
excesiva expulsión de la β-lactamasa AmpC fuera de la célula, reduciendo su acumulación en el 
periplasma y provocando un efecto antagónico en la resistencia a β-lactámicos, ya que durante 
el crecimiento en medio planctónico provoca un aumento en la sensibilidad a los mismos [139, 
140] mientras que en biofilm tiene el efecto contrario [139]. También la sobre-expresión 
constitutiva del sistema MexEF-OprN, característica de mutantes conocidos como de tipo nfxC, 
se ha visto que contribuye a la resistencia adquirida en clínica [141-143], no solo por la expulsión 
de antibióticos, sino también por conllevar una menor expresión de la porina OprD2 que es por 
donde se produce la internalización algunos carbapenémicos como imipenem o meropenem 
[144-146]. Las mutaciones que dan lugar a una sobre-expresión de este sistema pueden ocurrir 
tanto en sus reguladores locales MexT [36, 98, 117], convirtiéndolo en un superactivador del 
sistema, y MexS [117, 141, 142], por perdida de funcionalidad de este represor, o en otros 
reguladores como MvaT [130, 143], AmpR [147], o MxtR [148], aunque la relevancia clínica de 
éste último queda pendiente de confirmación. Por otro lado, una de las causas más comunes en 
la adquisición de altos niveles de resistencia a aminoglicósidos en clínica es la sobre-expresión 
del sistema MexXY causada por mutaciones de pérdida de función del regulador local de este 
sistema, MexZ [112, 113], aunque también se ha visto que mutaciones en parR, que codifica la 
proteína reguladora del sistema de dos componentes ParS/ParR, conlleva entre otras cosas un 
aumento en la expresión del sistema MexXY tanto en cepas de laboratorio como clínicas [131]. 
En base a dichos datos, estos cuatro sistemas RND han sido considerados hasta ahora 
los más relevantes respecto a la resistencia a antibióticos desde un punto de vista clínico, 
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estando este trabajo centrado principalmente en los efectos fisiológicos asociados a los niveles 
de expresión de dos de ellos: MexAB-OprM y MexCD-OprJ. 
1.2.2. El sistema de señalización mediado por quorum sensing 
Desde el descubrimiento de este sistema de comunicación bacteriana [149, 150], son 
muchos los avances que han contribuido a conocer la complejidad y la magnitud de dicho 
mecanismo de respuesta poblacional coordinada [151]. Hoy día se sabe que este sistema de 
señalización no sólo permite la comunicación entre bacterias de una misma especie, sino 
también entre diferentes especies bacterianas e incluso entre individuos pertenecientes a 
diferentes reinos, como ocurre en las interacciones que se dan entre patógeno y hospedador o 
en relaciones de simbiosis [152-154]. Además, los microorganismos tienen la capacidad de 
detectar las condiciones medioambientales y las especies que conviven con ellos en un mismo 
nicho, lo que le permite modular su fisiología para adaptarse al entorno y optimizar la estrategia 
de colonización y supervivencia [153-156]. Se puede pensar por tanto, que los distintos sistemas 
de señalización ambiental y poblacional presenten un cierto nivel de integración, lo que añade 
un nivel más de complejidad que dificulta la comprensión del funcionamiento de los sistemas 
de señalización de modo integrado.  
El sistema de señalización celular conocido como QS se define como un sistema de 
comunicación intercelular que depende de la densidad poblacional y que está basado en la 
producción constitutiva y difusión de moléculas de pequeño peso molecular capaces de inducir 
tanto su propia producción, de ahí que se las denomine moléculas autoinductoras, como de 
provocar cambios globales en el transcriptoma celular [151, 157, 158]. La difusión de estas 
moléculas al exterior celular provoca que, a medida que la población va creciendo, se acumulen 
progresivamente tanto en el medio como en el interior celular, hasta que se alcanza un 
determinado nivel de concentración de señal autoinductora a partir del cual la respuesta a QS 
es activada a escala poblacional (Figura 1.3) [156, 157]. Este tipo de respuesta poblacional se 
inicia con la activación de una cascada de señalización a nivel celular que permite que las 
distintas células de la población tengan una reorganización fisiológica y metabólica de manera 
sincronizada [155, 159]. Esto permite a la población optimizar sus recursos y aumentar sus 
posibilidades de supervivencia [151, 157] evitando el sobrecoste energético asociado a dicha 
respuesta en condiciones en las que ésta no es necesaria [160-163]. Este tipo de señalización 
además necesita la presencia de un receptor molecular capaz de reconocer la molécula 
autoinductora y unirse a ella, convirtiéndose entonces en un regulador transcripcional 
completamente activo capaz de activar o reprimir la expresión de una gran cantidad de genes 
[156, 159]. Esta cascada de señalización ejerce en última instancia el control sobre muchos 
procesos fisiológicos diferentes entre los que se puede destacar la producción de 
bioluminiscencia, de antibióticos o de factores de virulencia (como proteasas, sideróforos, 
toxinas o sistemas de secreción como el sistema de secreción tipo 3, SST3), la formación de 
biofilm, la esporulación, la resistencia a antibióticos o la motilidad por swarming (Figura 1.3) 
[151, 156, 164-166]. De entre las moléculas autoinductoras que se han descubierto hasta la 
fecha, las más relevantes y mejor estudiadas en bacterias Gram-positivas son los pequeños 
péptidos autoinductores mientras que en Gram-negativas son las N-acil homoserin lactonas 
(AHLs), y en el caso de P. aeruginosa y algunas especies relacionadas también las 2-alkil-4(1H)-
quinolonas (AQs) como veremos más adelante [166-169]. 
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Figura 1.3. Representación esquemática del sistema de señalización mediado por quorum sensing (QS). 
Este sistema de sistema de comunicación está basado en la producción y difusión de moléculas de bajo 
peso molecular al exterior celular. Puede ser una difusión simple a través de la membrana, mediada por 
un transportador o incluso por encapsulación en vesículas que emergen de la membrana. En cualquier 
caso, esta acumulación se incrementa en la misma medida que lo hace la población hasta el punto de 
alcanzar un nivel crítico de concentración capaz de activar la respuesta de QS. Dicha respuesta 
poblacional controla una gran cantidad de procesos fisiológicos como la producción de factores de 
virulencia, la formación de biofilm, la resistencia a antibióticos e incluso el establecimiento de relaciones 
inter-específicas con células hospedadoras o microorganismos competidores (Imagen modificada de 
[170]). 
 
A pesar de que estas moléculas han sido inicialmente propuestas como moléculas 
autoinductoras capaces de producir una respuesta poblacional dentro de una misma especie, 
cada vez se están descubriendo nuevas funciones potenciales que podrían tener estas moléculas 
fuera del contexto de especie, las cuales pueden ser tanto beneficiosas en un contexto de 
simbiosis como perjudiciales en un contexto de infección patógeno-hospedador [153, 171-175]. 
En este trabajo nos centraremos más concretamente en cómo la expresión de bombas RND 
presentes en P. aeruginosa puede afectar al proceso de señalización mediado por QS mediante 
la expulsión de moléculas señal o sus precursores, lo cual podría tener implicaciones en el 
establecimiento de las relaciones intra- e inter-específicas dependientes de dichas moléculas 
señal. 
1.2.3. El quorum sensing en P. aeruginosa 
La respuesta a QS en P. aeruginosa depende principalmente de tres sistemas de 
regulación altamente interconectados entre sí: los sistemas Las, Rhl y Pqs, los cuales sintetizan 
y responden respectivamente a las moléculas autoinductoras N-(3-oxododecanoil)-L-homoserin 
lactona (3-oxo-C12-HSL), N-butanoil-L-homoserin lactona (C4-HSL) y Pseudomonas Quinolone 
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Signal o su precursor inmediato 4-hidroxi-2-heptilquinoline (PQS y HHQ respectivamente) [156, 
176-178]. Cada uno de estos sistemas es capaz de ejercer su función gracias a la unión de estas 
moléculas señal con sus correspondientes proteínas reguladoras LasR, RhlR y PqsR. Asimismo, 
estos sistemas están estrechamente interconectados entre sí, siendo la jerarquía y 
direccionalidad de la regulación dependiente de las condiciones ambientales y de factores de 
regulación externos como GacA, QscR o RsmA, lo que ayuda a integrar la respuesta QS [179, 
180] (Figura 1.4). Entre los genes cuya expresión se activa por estos reguladores, se incluyen los 
implicados en la propia síntesis de la molécula señal. Por otro lado, la síntesis de estas moléculas 
autoinductoras es dependiente de la disponibilidad de sus precursores [160, 162, 181, 182], que 
en el caso de las AHLs son la S-adenosil-metionina y las proteínas transportadoras de acilos con 
el correspondiente ácido graso ligado [183-186], y en el caso de las AQs son el antranilato [179, 
187, 188] y el ácido octanoico [182]. Existen fundamentalmente dos rutas biosintéticas de 
antranilato que contribuyen diferencialmente a la síntesis de AQs en función de las condiciones 
(Figura 1.4): i) la ruta de la kinurenina que utiliza triptófano como precursor y es considerada 
como la principal ruta biosintética cuando dicho aminoácido está presente en el medio; ii) la 
ruta mediada por las antranilato sintasas PhnA-PhnB que utiliza corismato como precursor y que 
es la principal ruta biosintética de antranilato cuando el medio carece de triptófano y también 
una vez la respuesta de QS es activada [187].  
Puesto que este complejo sistema de señalización es capaz de detectar el entorno de P. 
aeruginosa y controlar una gran cantidad de procesos fisiológicos, es fundamental para la 
adaptación de la bacteria a las condiciones ambientales de crecimiento y la supervivencia en 
diferentes nichos [156, 189-191]. De entre las funciones a destacar en la respuesta a QS de P. 
aeruginosa se encuentra el control de la producción de una gran cantidad de factores de 
virulencia que le permiten desarrollar infecciones en diferentes hospedadores e incluso 
colonizar diferentes tejidos dentro de un mismo hospedador [192-197]. De entre estos factores 
podemos destacar las propias moléculas señalizadoras de QS que pueden provocar una 
respuesta en el hospedador [198], la producción de varios sistemas de secreción como el SST3 
o el sistema de secreción tipo 6 (SST6) [199, 200], la formación de biofilm que contribuye a la 
resistencia a antibióticos y a la persistencia de la infección [201], la producción de proteasas que 
ayudan a degradar la matriz tisular como la elastasa, la proteasa IV o la fosfolipasa [202], la 
producción de pigmentos como la piocianina que es capaz de inducir una respuesta ROS en el 
hospedador [203] o la producción de sideróforos implicados en la captación de hierro [204, 205]. 
No obstante, a pesar de que se ha dedicado mucho esfuerzo a comprender este complejo 
sistema de regulación que controla más del 15 % de los genes codificados en el cromosoma de 
P. aeruginosa [181, 195, 206-209], todavía existen muchas lagunas acerca de cómo estos 
sistemas se interconectan entre sí en los diferentes ambientes en los que se encuentra este 
patógeno [206, 210-213]. Además la falta de alguno de estos sistemas a menudo afecta a la 
funcionalidad del resto de sistemas al mismo tiempo que algunas de las funciones ejercidas por 
un sistema específico pueden ser llevadas a cabo por alguno de los otros sistemas dependiendo 
de las condiciones [181, 214-220], lo que complica aún más su caracterización.  
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Figura 1.4. Esquema resumen del sistema de regulación mediado por quorum sensing en P. aeruginosa. 
Este sistema de comunicación controla un gran número de procesos fisiológicos, entre los que se 
encuentra la síntesis de piocianina, y depende principalmente de tres sistemas de regulación: sistema 
Las, Rhl y Pqs. La direccionalidad y jerarquía de los bucles de regulación que interconectan estos tres 
sistemas dependen de las condiciones ambientales de crecimiento a través de factores de regulación 
externos como GacA, VqsR, QscR, Vfr, RsaL o RsmA. Los sistemas Las, Rhl y Pqs dependen 
principalmente de las moléculas autoinductoras 3-oxo-C12-HSL, C4-HSL y PQS/HHQ respectivamente. La 
síntesis de PQS y HHQ esta mediada por las enzimas codificadas en el operón pqsABCDE a partir de los 
precursores antranilato y ácido octanoico. En el caso del antranilato, éste puede ser sintetizado para la 
producción de AQs a partir de la ruta de la kinurenina, que transforma el triptófano en antranilato 
mediante la acción de las enzimas KynABU, y a partir del corismato, mediante la acción de las 
antranilato sintasas PhnAB (Imagen modificada de [35]). 
 
En los últimos años se han llevado a cabo varios trabajos encaminados a esclarecer más 
en profundidad cuál es el papel que ejerce cada uno de los actores implicados en la señalización 
por AQs. Por un lado, se han descrito las funciones que pueden llevar a cabo las moléculas 
autoinductoras PQS y HHQ por sí solas diferenciándolas de las llevadas a cabo por la proteína 
reguladora del sistema, PqsR, cuando está unido a estas mismas moléculas [206, 215]. Por otro 
lado, algunos trabajos han demostrado que PqsE, además de participar en la síntesis de AQs 
[221], es un factor determinante en mucho de los procesos controlados por este complejo 
sistema de señalización [206, 208, 215, 221, 222]. Se ha visto que PqsE es capaz de inducir por 
sí solo en ausencia de PQS y HHQ hasta el 90 % de los genes que están descritos dentro del 
regulón de AQs, sin incluir el propio operón de síntesis de AQs, pqsABCDE [223]. Además se ha 
comprobado que la expresión heteróloga de pqsE era suficiente para restaurar los fenotipos 
propios de la cepa silvestre [208, 223] en mutantes deficientes en la síntesis de AQs, los cuales 
mostraban una reducida motilidad por swarming, una baja producción de piocianina y en 
definitiva un fenotipo poco virulento en infecciones tanto de plantas como animales.  
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Por otra parte, se ha visto que algunos de estos fenotipos controlados por PqsE, como 
el efecto inhibitorio sobre la producción de pioverdina, son dependientes de RhlR [223] e incluso 
pueden ser parcialmente restaurados por la adición de C4-HSL en mutantes pqsE, como es el 
caso de la producción de piocianina o la expresión de rhlA [222]. También el efecto inhibitorio 
que tiene la sobreproducción de PqsE sobre la transcripción de su propio operón de síntesis 
pqsABCDE concuerda con el aumento en la expresión de rhlR observada en condiciones de 
inducción de pqsE [208, 222, 223]. Además, se ha visto que, a pesar de que la producción de C4-
HSL no se altera en mutantes en pqsR [215, 217] o en pqsE [223], la adición exógena de PQS 
produce un aumento en la síntesis de C4-HSL y ambos mutantes están afectados en algunos de 
los fenotipos controlados por el sistema RhlR/C4-HSL. Es de destacar que la expresión de lecA 
se induce tanto por la adición de PQS [217] como de C4-HSL [224], lo que demuestra la estrecha 
relación que existe entre ambos sistemas.  
Respecto al control que ejerce PqsE sobre la síntesis de AQs, se ha visto que PqsE 
también controla la cantidad de antranilato presente en la célula regulando la expresión de los 
genes antR y catB que intervienen en la degradación de este precursor de AQs [206]. Sin 
embargo, no todas las funciones de PqsE son llevadas a cabo de manera independiente a la 
síntesis de AQs. Por ejemplo se ha descrito que la formación de biofilm es dependiente tanto de 
la síntesis de AQs como de la actividad de PqsE [208], lo que evidencia aún más la complejidad 
de la regulación mediada por QS. Por otro lado, están las funciones llevadas a cabo por PqsR de 
manera dependiente de PQS. Dentro de ellas se encuentra la inducción de genes que intervienen 
en la adquisición de hierro como los de síntesis de pioverdina y pioquelina, los cuales se inducen 
también en condiciones en las que la disponibilidad de hierro es muy baja [206], lo que indica 
que la regulación por QS está necesariamente conectada con otras redes de regulación. Además 
también se ha visto que PqsR regula negativamente, de modo dependiente a PQS, la expresión 
de los genes nir, nar, nor y nos que son responsables de llevar a cabo el proceso de 
desnitrificación en condiciones anaeróbicas [206, 225]. En el caso del complejo formado por 
PqsR y HHQ, su función es más controvertida, ya que in vitro se ha visto que parece estar 
expresamente relegada a la autoinducción del operón de síntesis de AQs, pqsABCDE-phnAB 
[206, 214], mientras que en infecciones parece tener un papel más relevante. Se ha comprobado 
que HHQ se produce en grandes cantidades in vivo e incluso un mutante pqsH, que es incapaz 
de producir PQS pero sí puede sintetizar HHQ, no presenta alteración en el fenotipo virulento 
de P. aeruginosa usando ratones como modelo de infección [226]. Además, se ha visto que HHQ 
puede ejercer su función más allá de P. aeruginosa, ya que induce apoptosis en células madres 
mesenquimales de humanos [227] y disminuye la producción de varios factores que intervienen 
en la respuesta inmune innata [228]. También se ha visto que es un potente quelante de hierro 
aumentando así la competitividad de P. aeruginosa frente a otras especies con las que convive 
normalmente como Staphylococcus aureus [229] 
Puesto que la respuesta QS provoca un redireccionamiento global del metabolismo y la 
fisiología de la bacteria [155, 161, 230] que supone un elevado coste energético [160-163], no 
es de extrañar que en condiciones en las que no es fundamental llevar a cabo este tipo de 
respuesta coordinada, se seleccionen mutantes incapaces de responder a las señales que activan 
dicha respuesta. Estos mutantes parásitos son conocidos como cheaters, ya que pueden 
beneficiarse de las ventajas poblacionales asociadas a la respuesta de QS producida por las 
bacterias vecinas al mismo tiempo que no se ven afectados por el consumo energético derivado 
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de la misma [161, 220, 231-233]. Esto nos lleva a pensar que, al menos en ciertas condiciones, 
pueden existir sistemas capaces de reducir e incluso suprimir la respuesta QS cuando no es 
necesaria, de modo que la bacteria no afronte el coste energético asociado a dicha respuesta. 
1.2.4. Papel de las bombas RND sobre el quorum sensing y la virulencia de P. 
aeruginosa 
Además de su contribución en la resistencia a antibióticos y otros compuestos tóxicos 
para la bacteria, son varios los trabajos que demuestran que los sistemas RND pueden estar 
implicados directamente en la comunicación celular mediada por QS mediante la expulsión de 
las moléculas señal implicadas o de algunos de sus precursores [234-238]. Es por esto que tanto 
mutantes que sobre-expresan dichos sistemas como mutantes defectivos pueden presentar una 
alteración en muchos de los fenotipos controlados por este sistema, entre los que destaca la 
virulencia de la bacteria [33, 35, 239, 240]. En el caso de P. aeruginosa este hecho es mucho más 
evidente que en otras especies, ya que al menos 5 (MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, 
MexGHI-OpmD y MexJK) de los 12 sistemas RND presentes en esta bacteria han sido 
relacionados de alguna manera con la respuesta a QS por las razones que a continuación se 
detallan (Figura 1.5). 
Como ya mencionamos anteriormente, se ha visto que la expresión de MexAB-OprM es 
dependiente de ciclo, ya que se induce en presencia de C4-HSL de manera independiente a MexR 
[117-119], por lo que su expresión va incrementando a medida que la población y la acumulación 
de esta molécula señal va creciendo [116]. Además, se ha propuesto que MexAB-OprM es capaz 
de expulsar moléculas del tipo AHLs [241], entre las que se encuentra 3-oxo-C12-HSL [242]. Es 
por esto que se ha propuesto que los defectos en la producción de muchos de los factores de 
virulencia controlados por QS observada en mutantes que sobre-expresan el sistema MexAB-
OprM [243] son causados por esta expulsión de 3-oxo-C12-HSL [242, 244]. Sin embargo, como 
se verá en esta Tesis, nuestros resultados demuestran que esta no es la causa de dichos 
defectos. 
En el caso de MexCD-OprJ, su sobre-expresión se ha relacionado con grandes cambios 
en la fisiología de la bacteria tanto a nivel metabólico como en cuanto a la virulencia de P. 
aeruginosa. Se ha propuesto que esta bomba pueda estar expulsando ácidos grasos y algunos 
aminoácidos de modo que el mutante nfxB* puede presentar algunos defectos de crecimiento 
[245] y además es menos virulento que la estirpe parental [243, 246]. Esta menor virulencia 
parece ser debido a una menor producción del SST3 [247], a una mayor sensibilidad a la muerte 
mediada por el sistema de complemento del sistema inmune [248] y a la disminución de la 
producción algunos de los factores de virulencia controlados por QS [243].  
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Figura 1.5. Esquema resumen de las implicaciones que tienen los sistemas de bombeo RND, MexAB-
OprM, MexEF-OprN y MexGHI-OpmD en el sistema de regulación por quorum sensing en P. aeruginosa. 
La Figura no incluye los nuevos datos obtenidos en la presente Tesis. El sistema MexAB-OprM se ha 
descrito como un sistema inducible en presencia de C4-HSL y capaz de expulsar moléculas del tipo 3-
oxo-Cn-HSL, entre las que según lo publicado en la bibliografía se encontraría 3-oxo-C12-HSL, facilitando 
así su difusión a través de la membrana y su acumulación en el medio extracelular. Entre los sustratos 
del sistema MexEF-OprN se encuentra tanto la propia molécula de QS, HHQ, como uno de sus 
precursores, la kinureina, que es un intermediario de la ruta de síntesis de antranilato a partir de 
triptófano. Por último, el sistema MexGHI-OpmD, además de que se ha propuesto como sistema de 
detoxificación de antranilato, se ha visto que es inducible por el precursor de piocianina, 5-Me-PCA, el 
cual a su vez es inducido por QS y expulsado por este sistema de bombeo RND (Imagen modificada de 
[35]). 
 
Otro sistema de bombeo cuya expresión tiene implicaciones directas en la señalización 
por QS es MexEF-OprN. Mutantes sobreproductores de este sistema son menos virulentos y 
además tienen un retraso en la producción y acumulación de la molécula de QS, PQS [50]. Este 
defecto en la producción de PQS es debido a la expulsión de dos de sus precursores: kinurenina 
[50], que es un intermediario de la ruta de síntesis de antranilato a partir de triptófano, y HHQ, 
el precursor inmediato de PQS [249]. Cabe destacar que los niveles de expresión de MexEF-
OprN, no sólo influyen en la producción de PQS en mutantes sobre-expresores, sino que podrían 
tener implicaciones en el establecimiento de relaciones interespecíficas, ya que se ha visto que 
HHQ puede inducir apoptosis en células madre mesenquimales humanas [227, 228] y es un 
potente quelante de hierro que impide el crecimiento S. aureus [229], mientras que la 
kinurenina es un conocido inductor de la respuesta IDO, fundamental para combatir infecciones 
microbianas, en células de mamífero, [250-253].  
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No se ha visto que los otros dos sistemas restantes MexGHI-OpmD y MexJK expulsen 
moléculas de QS pero si se ha visto que estas moléculas afectan a la expresión de dichos sistemas 
[206, 208, 215]. En el caso de MexJK poco es sabido acerca de su función, sólo que su expresión 
se induce en presencia de AQs [208, 215] y que utiliza las porina OprM y OpmH para llevar a 
cabo su función [101, 254]. En el caso de MexGHI-OpmD se sabe que es capaz de expulsar 5-
metilfenazin-1-carboxilato (5-Me-PCA) [255], que es un intermediario de la síntesis de 
piocianina, una molécula controlada por QS y que a su vez es capaz de inducir la expresión de 
MexGHI-OpmD [203]. Además se ha visto que interviene en la detoxificación de antranilato 
mediante su expulsión y que la deleción de este sistema conlleva una ausencia total de la 
respuesta mediada por QS [256], lo que sugiere que MexGHI-OpmD es un sistema fundamental 
para el correcto funcionamiento de este complejo sistema de regulación génica.  
Por todo esto, en este trabajo hemos estudiado la relación existente entre algunos de 
estos sistemas RND, concretamente de MexAB-OprM y MexCD-OprJ, y la señalización mediada 
por QS. Para ello, hemos analizado en profundidad tanto los transcriptomas como la producción 
y acumulación de las distintas moléculas de QS y sus precursores en las cepas sobre-expresoras 
y delecionadas de estos sistemas MDR en comparación con su parental silvestre. 
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2. Objetivos 
1. Analizar los mecanismos de resistencia de P. aeruginosa frente al nuevo antibiótico en 
fase preclínica de desarrollo MDN-57. 
 
2. Estudiar los efectos comunes y diferenciales asociados a la sobre-expresión de los 
sistemas de bombeo múltiple de drogas, MexAB-OprM y MexCD-OprJ, sobre el 
transcriptoma de P. aeruginosa. 
 
3. Estudiar el papel de los sistemas de bombeo MDR, MexAB-OprM y MexCD-OprJ, sobre 
la red de regulación mediada por quorum sensing en P. aeruginosa. 
 
4. Estudiar el posible papel de NfxB, represor transcripcional del sistema de bombeo 
MexCD-OprJ, como regulador global de la expresión en P. aeruginosa. 
 
5. Analizar las posibles implicaciones que conlleva la expresión basal del sistema de 
bombeo MexAB-OprM sobre P. aeruginosa.
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3. Materiales y Métodos 
3.1. Cepas bacterianas, plásmidos y cebadores 
Todas las cepas bacterianas y plásmidos utilizadas en este trabajo se muestran en la 
Tabla 3.1  
Tabla 3.1 Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo 
Cepa/Plásmido Descripción Referencia/origen 
E. coli   
One Shot OmniMax™ 2 T1 
Phage-resistance Cells 
Cepa huésped para trasformaciones utilizada en clonaje. 
Fʹ {proAB lacIq lacZΔM15 Tn10(TetR) Δ(ccdAB ) mcrA, 
Δ(mrr,hsdRMS-mcrBC) ɸ80(lacZ)ΔM15 Δ(lacZYA-
argF)U169 endA1 recA1 supE44 thi-1 gyrA96 relA1 tonA 
panD 
Invitrogen 
S17-1λ pir Cepa donadora utilizada en ensayos de conjugación: F
- 
thi pro hsdR hsdM+ recA RP42-Tc::Mu-Km::Tn7 
[257] 
JM109-pSB1075 (LasR 
Bioreporter) 
Cepa utilizada como biosensor de la molécula de QS 3-
oxo-12-HSL producida por P. aeruginosa 
Cedida por el 
laboratorio M. Cámara 
[258] 
JM109-pSB536 (RhlR 
Bioreporter) 
Cepa utilizada como biosensor de la molécula de QS C4-
HSL producida por P. aeruginosa 
Cedida por el 
laboratorio M. Cámara 
[259] 
P. aeruginosa   
PAO1-V 
Cepa silvestre PAO1-V de origen clínico, conservada en 
Madrid 
Colección de 
laboratorio 
PAO1 CTX-lux::PpqsA 
(PAO1_PpqsA) 
Cepa PAO1-V que contiene la construcción 
PpqsA::luxCDABE insertada en una zona neutral del 
cromosoma 
Este trabajo 
PAO1 CTX-lux::PrhlI 
(PAO1_PrhlI) 
Cepa PAO1-V que contiene la construcción 
PrhlI::luxCDABE insertada en una zona neutral del 
cromosoma 
Este trabajo 
ΔmexB 
Mutante de pérdida de función del sistema MexAB-
OprM obtenido a partir de la cepa PAO1-V por deleción 
del gen mexB mediante recombinación homóloga 
Este trabajo 
ΔmexB CTX-lux::PrhlI 
(ΔmexB_PrhlI) 
Cepa ΔmexB que contiene la construcción 
PrhlI::luxCDABE insertada en una zona neutral del 
cromosoma 
Este trabajo 
JFL30 (mexR*) 
PAO1-nalB, mutante espontáneo obtenido a partir de la 
cepa PAO1-V que sobre-expresa el sistema MexAB-OprM 
Colección 
laboratorio[247] 
JFL30 CTX-lux::PrhlI 
(mexR*_PrhlI) 
Cepa JFL30 que contiene la construcción PrhlI::luxCDABE 
insertada en una zona neutral del cromosoma 
Este trabajo 
JFL28 (nfxB*) 
PAO1-nfxB, mutante espontáneo obtenido a partir de la 
cepa PAO1-V que sobre-expresa el sistema MexCD-OprJ 
Colección laboratorio 
[247] 
JFL28 CTX-lux::PpqsA 
(nfxB*_PpqsA) 
Cepa JFL28 que contiene la construcción 
PpqsA::luxCDABE insertada en una zona neutral del 
cromosoma 
Este trabajo 
JFL28 CTX-lux::PrhlI 
(nfxB*_PrhlI) 
Cepa JFL28 que contiene la construcción PrhlI::luxCDABE 
insertada en una zona neutral del cromosoma 
Este trabajo 
nfxB*ΔmexD 
Mutante de pérdida de función del sistema MexCD-OprJ 
obtenido a partir de la cepa JFL28 por deleción del gen 
mexD mediante recombinación homóloga 
Este trabajo 
nfxB*ΔmexD CTX-lux::PrhlI 
(nfxB*ΔmexD_PrhlI) 
Cepa nfxB*ΔmexD que contiene la construcción 
PrhlI::luxCDABE insertada en una zona neutral del 
cromosoma 
Este trabajo 
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Cepa/Plásmido Descripción Referencia/origen 
P. aeruginosa   
JFL10 (mexZ*) 
Mutante espontáneo obtenido a partir de la cepa PAO1-
V que sobre-expresa el sistema MexXY-OprM 
Colección laboratorio 
[247] 
PT5 Cepa Silvestre PAO1 almacenada en Ginebra 
Cedida por el 
laboratorio T- Köhler 
[98] 
PT149 
PT5-nfxC, cepa de sobre-expresión del sistema MexEF-
OprN 
Cedida por el 
laboratorio T- Köhler 
[98] 
PAO1 pqsA CTX-lux::pqsA 
(PqsR Bioreporter) 
Cepa mutante de pqsA, que contiene la construcción 
PpqsA::luxCDABE insertada en una zona neutral del 
cromosoma. Utilizada para la detección de las AQs 
sintetizadas por otras cepas de P. aeruginosa 
Cedida por el 
laboratorio P. Williams 
[260, 261] 
PA14 
Cepa silvestre PA14 en la que se generó la librería de 
mutantes no redundantes generados por inserción de 
transposón 
[262] 
PA14-mutant 33095 
(phoQ*) 
Mutante de inserción en phoQ de la librería de mutantes 
no redundante de PA14 
[262] 
PA14-mutant 37305 
(pmrA*) 
Mutante de inserción en pmrA de la librería de mutantes 
no redundante de PA14 
[262] 
PA14-mutant 35538 
(pmrB*) 
Mutante de inserción en pmrB de la librería de mutantes 
no redundante de PA14 
[262] 
PA14-mutant 33836 
(cbrA*) 
Mutante de inserción en cbrA de la librería de mutantes 
no redundante de PA14 
[262] 
PA14-mutant 54971 
(cbrB*) 
Mutante de inserción en cbrB de la librería de mutantes 
no redundante de PA14 
[262] 
PA14-mutant 34341 
(mexB*) 
Mutante de inserción en mexB de la librería de mutantes 
no redundante de PA14 
[262] 
PA14-mutant 27155 
(mexD*) 
Mutante de inserción en mexD de la librería de mutantes 
no redundante de PA14 
[262] 
PA14-mutant 35559 
(mexF*) 
 Mutante de inserción en mexE de la librería de 
mutantes no redundante de PA14 
[262] 
PA14-mutant 46235 
(mexY*) 
Mutante de inserción en mexY de la librería de mutantes 
no redundante de PA14 
[262] 
Plásmido   
pGEM-T Easy 
Vector de uso comercial utilizado para optimizar el 
clonaje de productos de PCR, AmpR 
Promega 
pGEM-T- ΔmexB 
Plásmido derivado del pGEM-T Easy que contiene las 
secuencias de DNA flanqueantes a una región interna del 
gen mexB. AmpR 
Este trabajo 
pGEM-T- ΔmexD 
Plásmido derivado del pGEM-T Easy que contiene las 
secuencias de DNA flanqueantes a una región interna del 
gen mexD. AmpR 
Este trabajo 
pEX18Ap 
Plásmido utilizado para el proceso de conjugación y 
recombinación llevado a cabo en la generación de 
mutantes delecionados en P. aeruginosa. AmpR 
[263] 
pEX18Ap-ΔmexB 
Plásmido derivado del pEX18Ap que contiene las 
secuencias de DNA flanqueantes a una región interna del 
gen mexB. Utilizado para delecionar 1912 pb del gen 
mexB de P. aeruginosa. AmpR 
Este trabajo 
pEX18Ap-ΔmexD 
Plásmido derivado del pEX18Ap que contiene las 
secuencias de DNA flanqueantes a una región interna del 
gen mexD. Utilizado para delecionar 2058 pb del gen 
mexD de P. aeruginosa. AmpR 
Este trabajo 
Mini-CTX-lux 
Plásmido utilizado para insertar secuencias de DNA de 
manera específica en una región neutral del genoma de 
P. aeruginosa denominada attB. TcR 
Cedido por el 
laboratorio de M. 
Cámara [264] 
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Cepa/Plásmido Descripción Referencia/origen 
Plásmido   
Mini-CTX-lux-PpqsA 
Plásmido derivado del mini-CTX-lux que contiene una 
copia de la región promotora del operón de síntesis de 
AQs, pqsABCDE. TcR 
Cedido por el 
laboratorio de M. 
Cámara [260, 261] 
Mini-CTX-lux-PrhlI 
Plásmido derivado del mini-CTX-lux que contiene una 
copia de la región promotora del gen de síntesis de C4-
HSL, rhlI. TcR 
Cedido por el 
laboratorio de S. Heeb 
(pendiente de 
publicación) 
pSB1075 
Plásmido que porta la cepa E. coli JM109 biosensora de 
3-oxo-C12-HSL que codifica el gen lasR bajo la influencia 
de la región promotora lasIR. TcR 
[258] 
pSB536 
Plásmido que porta la cepa E. coli JM109 biosensora de 
C4-HSL que codifica el gen rhlR bajo la influencia de la 
región promotora rhlIR. AmpR 
[259] 
 
Todos los cebadores utilizados en este trabajo se muestran en la Tabla 3.2. 
Tabla 3.2 Lista de cebadores utilizados en este trabajo 
Nombre Secuencia Descripción 
HindIII_mexB-Fw 
 
mexB_int-Rev 
5'-CCCAAGCTTCCGGACCAATGCGTTCCGCATCGCC-3' Clonaje del fragmento 
1 en ΔmexB 5'-CCAGTTCGAACACGCTGTTCACTTCGACATTACGAATCCC-3' 
mexB_int-Fw 
 
HindIII_mexB-Rev 
5'-GGGATTCGTAATGTCGAAGTGAACAGCGTGTTCGAACTGG-3' Clonaje del fragmento 
2 en ΔmexB 5'-CCCAAGCTTACTCCACGATGAGAATGGCGTTCTT-3' 
ΔmexB_comp-Fw 
 
ΔmexB_comp-Rev 
5'-ACAAGATCATTACCGAAGGC-3' Confirmación de la 
deleción parcial de 
mexB 5'-GAGCATGAGGAACTTGTTGC-3' 
HindIII_mexD-Fw 
 
mexD_int-Rev 
5'-CCCAAGCTTCGAGGTGCGCGCGCGGGTGGCCGGC-3' Clonaje del fragmento 
1 en ΔmexD 5'-GCGAGCCTGCAGCAGCGCTTATTCGGACATCGGAAAATCC-3' 
mexD_int-Fw 
 
HindIII_mexD-Rev 
5'-GGATTTTCCGATGTCCGAATAAGCGCTGCTGCAGGCTCGC-3' Clonaje del fragmento 
2 en ΔmexD 5'-CCCAAGCTTCAGACGAAACAGATAGGTACGAACA-3' 
ΔmexD_comp-Fw 
 
ΔmexD_comp-Rev 
5'-GGTGAAGATCGTGCCGAAG-3' Confirmación de la 
deleción parcial de 
mexD 5'-ATTGGTGAAGTCGTTGATCA-3' 
M13-Fw 
 
 
M13-Rev 
5'-CACGACGTTGTAAAACGAC-3' 
Comprobación de la 
presencia de inserto en 
el plásmido pGEM-t 
Easy 
5'-GGATAACAATTTCACACAGG-3' 
CTX-Fw 
 
 
CTX-Rev 
5'-GTCATGCTCTTCTCTAATGCGTG-3' 
Comprobación de la 
presencia de inserto en 
el plásmido mini-CTX-
lux 
5'-GCGTAATACGACTCACTATAGGGC-3' 
hemA_Fwd1 
 
hemA_Rev1 
5'-CTCGGCATCAATCACAAGAC-3' 
Confirmación de SNPs 
5'-GGTATCTCCGAAAGCAGCAC-3' 
hemA_Fwd2 
 
hemA_Rev2 
5'-CGATGAAGAACTGGGCAAG-3' 
Confirmación de SNPs 
5'-GCTGAGGACATCCAGCTTTT-3' 
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Nombre Secuencia Descripción 
hemD_Fwd 
 
hemD_Rev 
5'-GATGGCACCCAGTTGCTG-3' 
Confirmación de SNPs 
5'-CAGGTCGAGCATCAGCGTA-3' 
rplU Fwd 
 
rplU Rev 
5'-CGCAGTGATTGTTACCGGTG-3' Comprobar 
contaminación por 
DNA en muestra RNA 5'-AGGCCTGAATGCCGGTGATC-3' 
 
3.2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento 
A menos que se especifiquen otras condiciones, los experimentos realizados con las 
cepas de P. aeruginosa se llevaron a cabo de manera rutinaria en matraces de 100 ml de boca 
ancha que contenían 25 ml del medio correspondiente, los cuales eran inoculados al inicio de 
cada experimento a una OD600 = 0,01.  
A menos que se especifiquen otras condiciones, tanto las cepas de E. coli como las de P. 
aeruginosa fueron cultivadas de manera rutinaria en medio rico LB (del inglés Lysogeny Broth) 
(Pronadisa) a 37ºC con una agitación constante de 250 rpm. 
Los preinóculos fueron crecidos durante toda la noche un periodo aproximado de 16-18 
horas generalmente en tubos de vidrio de 15 mL conteniendo 3 ml de medio LB en 
presencia/ausencia de antibiótico en función de la presencia/ausencia de alguno de los 
plásmidos descritos en el apartado anterior. En el caso de los ensayos de producción de factores 
de virulencia y de susceptibilidad a antibióticos en disco los preinóculos fueron crecidos en 
matraces de 50 ml con 10 ml de medio LB.  
En aquellos casos en que los preinóculos fueran lavados con medio fresco, se tomaron 
alícuotas de 600 µl, se centrifugaron a 7000 x g durante 3 minutos, se retiró el sobrenadante y 
se lavaron con 1,8 ml del medio nuevo. Posteriormente se midió la densidad celular por 
espectrofotometría y se diluyó el cultivo en el medio nuevo hasta una OD600 de 0,01. 
La suplementación del medio LB con antranilato 1 mM o 4 mM (Acros organics, Thermo 
Fisher Scientific) se realizó a partir de una solución stock de 100 mM con un pH ajustado a 7,2, 
esterilizado mediante filtración a través de una membrana de 0,22 µm.  
Para la suplementación del medio LB con octanoato 5 mM, se disolvió directamente en 
medio LB la cantidad correspondiente de octanoato-Na (Sigma, Aldrich) y se esterilizó mediante 
filtración a través de una membrana de 0,22 µm. 
Para el crecimiento de las cepas de E. coli que contenían los plásmidos pGEM-t, pSB536 
y pEX18Ap o alguna de sus variantes se utilizó medio LB, tanto líquido como semisólido (LB agar, 
Pronadisa), al que se le añadió ampicilina a una concentración de 100 µg/ml. Para el crecimiento 
de las cepas de E. coli que contenían el plásmido mini-CTX-lux o alguna de sus variantes se utilizó 
medio LB al que se le añadió tetraciclina a una concentración de 10 µg/ml. 
Los ensayos de susceptibilidad a antibióticos en discos (Oxoid) se llevaron a cabo en el 
medio rico no definido Müeller-Hinton (MH) Agar (Pronadisa) siguiendo el procedimiento 
establecido por el fabricante. 
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Para la evolución de P. aeruginosa PA14 en presencia del antibiótico MDN-57 se utilizó 
el medio rico no definido MH-II (Pronadisa) al que se le añadieron diferentes concentraciones 
de MDN-57. Los cultivos evolucionados crecieron en tubos de 5 ml conteniendo 0,5 ml de medio 
de cultivo a una temperatura de 37º C y una agitación de 250 r.p.m.  
Para los experimentos de deleción de genes por recombinación homóloga y la inserción 
de las variantes del mini-CTX-lux en P. aeruginosa se utilizó el medio PIA (Pseudomonas Isolation 
Agar, Fluka) en presencia de antibiótico y ausencia/presencia de sacarosa tal y como se describe 
en los apartados 3.8.3 y 3.87.2 respectivamente. 
Para la detección de las moléculas de QS sobre placas de TLC (Thin Layer 
Chromatography) se utilizaron dos medios semisólidos diferentes. Para la detección de AQs se 
utilizó un medio que contenía agar (0.65% p/v) (Oxoid), triptona (1% p/v) (Pronadisa), y NaCl (0.5% 
p/v) (Merck), mientras que para la detección de AHLs se utilizó medio LB agar al 0.75 %, tal y 
como se describe en los apartados 3.10.1.1 y 3.10.1.2 respectivamente. 
El medio de swarming utilizado en los ensayos de motilidad estaba compuesto por una 
mezcla de casaminoácidos (BD Difco) al 0,5 %, Bacto agar (BD Difco) al 0,5 %, glucosa (Merck) al 
0,5 %, K2HPO4 3,3 mM y MgSO4 3 mM. La glucosa esterilizada por filtración a través de una 
membrana de 0,22 µm fue añadida al medio una vez la mezcla del resto de compuestos fue 
esterilizada mediante autoclave. Posteriormente el medio fue atemperado a 50ºC y se vertieron 
25 ml de medio sobre placas de Petri que se dejaron secar en una campana de flujo laminar por 
un periodo de 30 minutos. 
Para los experimentos realizados en medio mínimo se utilizó el medio definido M63 (US 
Biological) suplementado con 1 mM de MgSO4 y diferentes fuentes de carbono. Estos medios 
fueron esterilizados mediante filtración a través de una membrana de 0,22 µm. 
Para la determinación de la cinética de crecimiento en medio mínimo suplementado con 
diferentes fuentes de carbono de manera independiente (10 mM de succinato (Sigma, Aldrich), 
10 mM de L-triptófano (Sigma, Aldrich), 10 mM de L-kinurenina (Sigma, Aldrich)) se realizaron 
curvas de crecimiento por triplicado en placas de 96 pocillos transparentes de fondo plano 
utilizando un equipo multilector de placas (TECAN infinite 200). 
Para el crecimiento de las cepas en las que se determinó la cantidad de kinurenina y 
antranilato acumulado en el medio extracelular mediante HPLC-MS se utilizó un medio mínimo 
suplementado con succinato 10 mM y triptófano 10 mM.  
3.3. Determinación de la cinética de crecimiento en medio mínimo con 
intermediarios de la ruta de la kinurenina 
Los ensayos se realizaron en placas transparentes de 96 pocillos con fondo plano en los 
que cada pocillo contenía un volumen total de 150 µl de los diferentes medios. El crecimiento 
se midió mediante el uso del lector de multiplacas TECAN infinite 200 tomando medidas de OD600 
cada 10 minutos. Los medios utilizados fueron M63 suplementado con succinato 10 mM, con 
triptófano 10 mM o con kinurenina 10 mM como única fuente de carbono. Los preinóculos 
fueron lavados con medio M63 y diluidos en 150 µl de cada uno de los medios a una OD600 de 
0,01. 
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3.4. Determinación de la susceptibilidad a antibióticos 
En el caso de la susceptibilidad a antibióticos en disco los preinóculos se diluyeron hasta 
una OD600 de 0,005 en NaCl estéril al 0.85 %. Posteriormente se sembraron 120 µl de dichas 
suspensiones celulares en placas de Petri que contenían 20 ml de MH agar sobre las que se 
depositó cada uno de los discos con antibióticos. Las placas fueron incubadas durante 20 horas 
a 37ºC para finalmente medir el diámetro del halo de inhibición de crecimiento generado por 
los correspondientes antibióticos.  
En el caso de la determinación de la CMI al antibiótico MDN-57 se utilizó el método de 
doble dilución en medio MH-II siguiendo las recomendaciones del “Clinical and laboratory 
standards institute” (1997). Para ello se realizaron diluciones seriadas 1:2 del antibiótico MDN-
57 en MH-II en placas de 96 pocillos en los que posteriormente fueron inoculadas las 
correspondientes cepas a una OD600 de 0.01. Como control negativo se utilizó DMSO ya que el 
compuesto en cuestión se encontraba disuelto en este solvente. La placa fue incubada sin 
agitación por un periodo de 24 horas a 37ºC y la CMI se determinó como la concentración 
mínima de MDN-57 que inhibió por completo el crecimiento bacteriano. 
3.5. Evolución experimental de P. aeruginosa PA14 en presencia de 
MDN-57 
La evolución de P. aeruginosa PA14 fue llevada a cabo en diez cultivos paralelos. En dos 
de ellos las bacterias crecieron en ausencia de MDN-57 y fueron utilizados como control 
experimental de la evolución. Los otros ocho cultivos se dividieron en dos grupos en función de 
la concentración de MDN-57 bajo la que evolucionaron. Cada grupo está compuesto de 4 
réplicas biológicas evolucionadas bajo las mismas condiciones de cultivo. En todos los casos los 
cultivos fueron resembrados cada 24 horas a una dilución 1/100 en un medio de cultivo nuevo 
MH-II con las diferentes concentraciones de antibióticos propias de cada evolución.  
Todas las poblaciones evolucionadas proceden de un mismo inóculo de P. aeruginosa 
PA14 crecido en MH-II durante la noche, aproximadamente 16-18 horas (día 0). Seis tubos 
fueron inoculados a partir de dicho cultivo en una dilución 1/100, dos de los cuales contenían 
0,5 mL de MH-II y sirvieron como controles evolutivos. Dichos controles fueron mantenidos en 
estas mismas condiciones a lo largo de todo el experimento, sujetos a los respectivos pases cada 
24 horas, con el fin de detectar cualquier posible alteración fenotípica o genotípica asociada a 
las condiciones de crecimiento, al medio de cultivo o a la metodología utilizada. Los otros cuatro 
tubos contenían 0,5 ml de MH-II con una concentración de MDN-57 de 2 µg/ml (1/2 de la CMI 
de PA14). Pasadas 24 horas (día 1), cada uno de los 4 cultivos crecidos en concentraciones 
subinhibitorias de MDN-57 fue resembrado en dos tubos con concentraciones diferentes de 
dicho antibiótico, manteniendo uno la concentración inicial del cultivo parental (2 µg/ml) 
mientras que en el otro se dobló la concentración hasta el valor de la CMI de la cepa silvestre 
PA14 (4 µg/ml), dando lugar a las 8 poblaciones experimentales evolucionadas en presencia de 
MDN-57. 
Cada una de estas poblaciones evolucionó durante 6 días manteniendo las mismas 
concentraciones de antibióticos y siguiendo la metodología anteriormente descrita, momento 
en el cual se procedió a la determinación de la CMI para cada población. Posteriormente se 
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realizaron dos cultivos sucesivos (24 horas cada uno) en ausencia de MDN-57 y se volvió a 
analizar la CMI con el fin de eliminar cualquier adaptación fenotípica que pudiera estar alterando 
la susceptibilidad a dicho antibiótico. Tras este breve periodo de ausencia de presión selectiva y 
análisis de CMI, se continuó con la evolución de los cultivos. En esta segunda etapa evolutiva, 
las condiciones de cultivo de los controles y de las poblaciones evolucionadas en condiciones 
subinhibitorias (2 µg/ml) se mantuvieron, mientras que las cuatro poblaciones evolucionadas en 
condiciones inhibitorias (4 µg/ml) fueron sometidos a un nuevo ciclo de aumento progresivo de 
la presión selectiva, incrementando la concentración de MDN-57 desde 2 µg/ml (día 10) a 4 
µg/ml (día 11) hasta 16 µg/ml (4xCMI = día 12). Estas condiciones de cultivos fueron mantenidas 
durante siete días, momento en el cual los valores de CMI fueron de nuevo analizados y se 
procedió a la extracción de DNA genómico para su posterior secuenciación. 
3.6. Técnicas de ADN 
3.6.1. Técnicas generales 
Para las extracciones de DNA genómico se utilizó el kit comercial de extracción “Gnome 
DNA isolation kit” (MP Biomedicals) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Para las extracciones de DNA plasmídico se utilizó el kit comercial de purificación de 
plásmidos “QIAprep Spin Miniprep kit” (QIAGEN). 
Para la purificación de bandas de DNA a partir de geles de agarosa se utilizó el kit 
comercial de purificación “illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare). 
Las digestiones enzimáticas se llevaron a cabo utilizando las enzimas y tampones 
proporcionados por la casa comercial “New England Biolabs” siguiendo las indicaciones óptimas 
aconsejadas para cada reacción. En algunos casos también se utilizó el sistema de digestión 
rápida “FastDigest” (Thermo Fisher Scientific) con las enzimas específicas en cada caso y 
siguiendo las instrucciones del fabricante. En el proceso de generación de mutantes 
delecionados por recombinación, el plásmido pEX18Ap digerido fue posteriormente tratado con 
fosfatasa alcalina (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Para las reacciones de ligación se utilizó la enzima T4 DNA ligasa (New England Biolabs) 
siguiendo las instrucciones del fabricante y dejando incubar la reacción a 16ºC durante un 
periodo aproximado de 16-18 horas. En el caso de ligaciones con el plásmido pGEM-t Easy se 
utilizó la T4 DNA ligasa del kit “pGEM-t Easy Vector System” (Promega) y se siguieron las 
indicaciones del fabricante. 
Para las reacciones de PCR cuyo producto iba a ser posteriormente utilizado en técnicas 
de clonaje o secuenciación se utilizó la DNA polimerasa de alta fidelidad con corrección de 
errores “FailSafe PCR System” (Epicentre). En las reacciones de PCR utilizadas para determinar 
la longitud de un fragmento concreto se utilizó el kit “PCR Master Mix” (Promega). En todas las 
reacciones de PCR se realizaron 30 ciclos de amplificación, con una temperatura de 
desnaturalización de 94ºC, una temperatura de anillamiento dependiente de la secuencia de los 
cebadores que variaba entre los 56ºC y los 65ºC, y una temperatura de elongación de 70ºC en 
el caso de la DNA polimerasa FailSafe o de 72ºC en el caso de la DNA polimerasa del kit PCR 
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Master Mix, con un tiempo de elongación variable dependiendo del tamaño del fragmento a 
amplificar siguiendo la escala de 1 minuto por cada 1000 pb. 
3.6.2. Secuenciación de genomas y análisis de SNPs de las poblaciones 
evolucionadas 
La secuenciación de los genomas fue realizada por la Unidad de Genómica Antonia 
Martín Gallardo, del Parque Científico de Madrid (España), siguiendo el protocolo descrito para 
secuenciaciones con tecnología Illumina MiSeq en formato pair-end 2x175, a partir de librerías 
TruSeq DNA PCR-free Prep (Illumina) utilizando 5 µg de DNA genómico para cada muestra. 
Tras la secuenciación, se revisó la calidad de las secuencias mediante el programa 
“FastQC” para detectar residuos de los adaptadores utilizados para la secuenciación y las 
secuencias contaminantes (“FastQC” disponible online en el enlace: 
“https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc”). Para eliminar las secuencias 
contaminantes se utilizó el programa AlienTrimmer [265] ajustado para una longitud mínima de 
secuencia de 70 nucleótidos. Para aumentar la calidad de las secuencias, todas las lecturas de 
secuencia se filtraron en base a un valor de Phred de 20 usando el programa Prinseq-lite [266]. 
Las secuencias filtradas se mapearon frente al genoma de referencia de P. aeruginosa UCBPP-
PA14 (referencia: NC_008463) usando el programa MIRA4 [267]. El procesamiento posterior de 
las variaciones de secuencia identificadas y la selección de los SNPs (del inglés Single Nucleotide 
Polimorfims) significativos se realizó utilizando el programa MIRAconvert.  
Las mutaciones identificadas en la secuenciación masiva como potencialmente 
relevantes fueron confirmadas mediante la secuenciación de productos de PCR (según 
metodología de Sanger en las compañías “STABvida” y “GATC Biotech AG”) que amplificaron las 
regiones del genoma en los que se detectó la posible mutación. Para ello, se usaron como molde 
los DNAs utilizados en la secuenciación masiva y que fueron obtenidos de las poblaciones 
evolucionadas. Un fragmento de 299 pb que contenía todos los SNPs identificados en el gen 
hemD fue amplificado con los cebadores hemD_Fwd y hemD_Rev (Tabla 3.2). Del mismo modo, 
dos fragmentos internos del gen hemA que albergaban los tres SNPs detectados en la 
secuenciación masiva fueron amplificados con los cebadores hemA_Fwd1, hemA_Rev1, 
hemA_Fwd2 y hemA_Rev2 (Tabla 3.2) dando lugar a dos fragmentos de 689 pb y 264 pb 
respectivamente. 
3.7. Técnicas de ARN 
3.7.1. Extracción de ARN 
De manera general se siguió el protocolo descrito por Schuster, y cols. (2003) [195]. Los 
preinóculos fueron lavados con medio LB y diluidos a una OD600 de 0,01. Con el objetivo de 
sincronizar los cultivos, se dejaron crecer hasta fase exponencial (OD600 = 0,6) y se volvieron a 
diluir a una OD600 de 0,01. Finalmente se dejaron crecer estos cultivos hasta alcanzar la fase 
exponencial (OD600 = 0,6) o estacionaria temprana de crecimiento (OD600 = 2,5) para proceder 
con la extracción de ARN total.  
Se tomaron 10 ml de cultivo que fueron centrifugados a 7000 x g durante 20 minutos. 
En el caso concreto de las muestras que se enviaron a secuenciar mediante RNAseq y previo a 
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la centrifugación, las muestras fueron tratadas durante 10 minutos con “RNAProtect” (QIAGEN) 
en una relación 1:1 con el objetivo de evitar la degradación del RNA en el proceso de extracción. 
El sedimento celular se resuspendió en 570 μl de tampón TE. A continuación se adicionaron 20 
μl de lisozima (20 mg/ml) y la mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 10 minutos, 
siendo agitada de forma intermitente con un vortex. A continuación se agregaron 2100 μl de 
tampón RLT (1% β-mercaptoetanol) del kit de extracción “RNeasy mini kit” (QIAGEN) y la 
muestra fue sonicada en dos ciclos de 30 segundos (frecuencia constante, 0.45 Hz de potencia). 
Posteriormente se agregaron 1410 μl de etanol 100% (Merck), se mezcló y se continuó con la 
extracción siguiendo las instrucciones del fabricante del kit de extracción de RNA “RNeasy mini 
kit” (QIAGEN). 
Para eliminar posibles contaminaciones por ADN se realizó un primer tratamiento con 
DNAsa de cada muestra en la columna RNeasy, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
Adicionalmente se realizó una segunda digestión utilizando el sistema TURBO DNAse (Ambion). 
Las muestras fueron filtradas nuevamente a través de una columna de RNeasy para eliminar 
cualquier traza de DNAsa (Protocolo de “Clean Up”). 
Para verificar que la muestra de ARN no estaba contaminada con ADN, se llevó a cabo 
una reacción de PCR utilizando los cebadores que amplifican el gen rplU que codifica una 
proteína ribosomal (Tabla 3.2).  
3.7.2. Análisis transcriptómico mediante RNAseq 
Una vez extraído el RNA, las muestras fueron enviadas al servicio de secuenciación del 
Centro Nacional de Análisis Genómico (CNAG) de Barcelona, donde se eliminó el RNA ribosómico 
con el kit “RiboZero rRNA Removal kit for Bacteria” (CNAG), se generaron las librerías utilizando 
2 µg de RNA tratado con el sistema “TruSeq RNA sample preparation kit” (Illumina) combinado 
con un marcaje de hebra específico mediante el uso de dUTPs [268] y secuenciado en formato 
pair-end 2 x 75 con tecnología Illumina. Posteriormente se analizó la calidad de las secuencias 
utilizando el programa FastQC. 
Para analizar los resultados obtenidos en el RNAseq se utilizó el programa “CLC 
Genomics Workbench”, con el que las secuencias fueron alineadas y cuantificadas frente al 
genoma de referencia NC_002516 disponible en la base de datos “Pseudomonas Genome 
Database” [269]. El valor de expresión obtenido para cada gen se generó en función del 
parámetro RPKM (Reads Per Kilobase of gene per million Mapped reads), que cuantifica las 
lecturas asociadas a un gen y las normaliza en función del tamaño de cada gen y del número 
total de lecturas alineadas en cada muestra. Posteriormente se calcularon los cambios en la 
expresión de cada gen mediante la aplicación del logaritmo en base 2 del cociente entre el valor 
de RPKM de la cepa experimental y la cepa control (LogRatio). Con el fin de minimizar los errores 
en el cálculo de LogRatios debido a valores de RPKM cercanos a 0 se sumó a cada valor de 
expresión un valor de corte de 1 (RPKM + 1), ya que se ha propuesto que de esta manera se 
consigue una mayor optimización de los resultados obtenidos [270]. Posteriormente y mediante 
la herramienta informática “MultiExperiment Viewer (MeV)”, las muestras experimentales 
fueron agrupadas entre sí en base a los cambios de expresión obtenidos para el conjunto de los 
genes en función del parámetro de disimilitud de la distancia Euclídea, comparando el perfil 
transcripcional de una muestra con respecto a las demás. 
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Posteriormente se procedió al filtrado de los datos en función de los cambios 
transcripcionales considerados significativos, seleccionando aquellos genes cuyo valor de 
expresión varió al menos dos veces con respecto a la cepa silvestre PAO1, es decir, tenían un 
valor de LogRatio superior a 1 o inferior a -1. Aquellos genes que presentaron variaciones 
significativas fueron agrupados en categorías funcionales utilizando como referencia las 
establecidas en la base de datos “Pseudomonas Genome Database” [269] para la cepa PAO1 de 
referencia. El porcentaje de genes que varió en cada categoría se corresponde con el número 
de genes que presentó variaciones significativas respecto al total de genes que pertenecen a 
dicha categoría. 
3.8. Manipulaciones genéticas 
3.8.1. Preparación de células competentes y transformación de E. coli 
Para la preparación de células químicamente competentes de E. coli se siguió el 
protocolo estándar de CaCl2 descrito por Sambrok y Russel (2001) [271].  
Para el ensayo de transformación se utilizó un procedimiento basado en choque 
térmico. Las células competentes se descongelaron desde -80ºC incubándolas 30 minutos en 
hielo y se mezclaron con el DNA plasmídico. Esta mezcla se incubó durante 30 minutos en hielo 
y se procedió a aplicar un choque térmico de 42ºC durante 45 segundos. Posteriormente se 
incubaron las células durante 10 minutos en hielo y, una vez añadidos 500 µl de medio LB, se 
incubaron durante 90 minutos a 37ºC con una agitación constante de 250 rpm. Una vez pasado 
el tiempo de incubación se procedió a sembrar alícuotas de 50 µl, 150 µl y el resto (que fue 
concentrado por centrifugación y resuspensión en 100 µl de LB) en placas de LB agar con la 
correspondiente cantidad de antibiótico en cada caso. 
3.8.2. Inserción direccional de construcciones genéticas en el cromosoma de P. 
aeruginosa 
El protocolo de inserción en el cromosoma de P. aeruginosa de las construcciones 
derivadas del mini-CTX-lux se llevó a cabo siguiendo lo descrito por Hoang, T. y cols. (2000) [272] 
con algunas modificaciones. Los preinóculos de P. aeruginosa fueron crecidos durante 16 horas 
a 42ºC en matraces de 50 ml con 10 ml de medio LB mientras que las cepas de E. coli S17-1λ pir 
con los correspondientes plásmidos lo hicieron en condiciones estándar. Posteriormente se 
lavaron los cultivos, se mezclaron ambas cepas y se centrifugaron a 7000 x g durante 3 minutos, 
eliminando el sobrenadante y resuspendiendo las células en 100 µl de LB. Esta mezcla 
concentrada de cepa donadora y receptora fue sembrada en forma de gota en placas de LB sin 
antibiótico. Las placas se incubaron durante 8 horas a 37ºC para después resuspender las células 
en 1 ml de NaCl 0,85%, sembrándose entonces alícuotas de 50 µl y 150 µl en medio PIA 
conteniendo tetraciclina a una concentración de 100 µg/ml. Posteriormente se seleccionaron 
las colonias luminiscentes y se confirmó mediante PCR la inserción correcta de la construcción 
utilizando los cebadores CTX-Fw y CTX-Rev detallados en la tabla 3.2. 
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3.8.3. Generación de mutantes delecionados en los sistemas MexAB-OprM y 
MexCD-OprJ 
Para la deleción de los genes mexB y mexD mediante recombinación homóloga se siguió 
el método descrito por Hoang, T. y cols. (1998) [263] basado en el plásmido pEX18Ap, de manera 
independiente para cada uno de los genes. Se amplificaron mediante PCR dos fragmentos de 
1000 pb adyacentes a la región de cada gen que se quería delecionar usando la DNA polimerasa 
FailSafe y los cebadores que se detallan en la tabla 3.2. El tamaño de los fragmentos se 
comprobó mediante electroforesis en gel de agarosa y posteriormente fueron purificados para 
ser utilizados como cebadores y molde de una nueva reacción de PCR. Los fragmentos de 2000 
pb generados fueron purificados desde un gel de agarosa y ligados al plásmido de uso comercial 
“pGEM-t Easy” según las recomendaciones del fabricante.  
En este punto, el fragmento insertado en este plásmido de clonaje fue secuenciado 
utilizando los cebadores M13-Fw y M13-Rev (Tabla 3.2) para confirmar que dichas secuencias 
no portaban ningún SNP. Una vez comprobado esto, se llevó a cabo la digestión del plásmido 
pEX-18Ap y de los plásmidos derivados del pGEM-t Easy con la enzima de restricción HindIII, se 
desfosforiló el plásmido digerido pEX18Ap y se purificaron desde gel el fragmento recombinante 
de 2000 pb y el plásmido pEX18Ap digerido y desfosforilado. Se ligaron ambos fragmentos de 
DNA y se procedió a la transformación de células quimiocompetentes de E. coli S17-1λ pir. 
Los genes fueron delecionados en las correspondientes cepas de P. aeruginosa 
mediante una doble recombinación homóloga. En primer lugar, se llevó a cabo un ensayo de 
conjugación tal y como está descrito en el apartado anterior, lo que da lugar al primer evento 
de recombinación mediante el cual se inserta el plásmido en el cromosoma. Para ello se 
seleccionaron los transconjugantes en placas de medio PIA con carbenicilina 350 µg/ml en el 
caso de la cepa PAO1 y carbenicilina 150 µg/ml en el caso de la cepa nfxB*. Estas colonias son 
sensibles a la presencia de sacarosa debido a los compuestos tóxicos generados por el producto 
del gen sacB integrado en el plásmido pEX18Ap, lo que fue utilizado para inducir el segundo 
evento de recombinación mediante presión selectiva en presencia de sacarosa. Las colonias 
transconjugantes del primer paso fueron estriadas por toda la superficie de placas con medio 
PIA suplementado con sacarosa (10 % p/v) y se dejaron crecer a 30ºC durante 48 horas, de 
manera que solo crecieron aquellas colonias en las que se había perdido el gen sacB por un 
segundo evento de recombinación. La deleción de cada uno de los genes se comprobó mediante 
PCR utilizando los cebadores de comprobación descritos en la tabla 3.2. 
3.9. Producción de factores de virulencia 
En todos los casos los preinóculos fueron crecidos durante 16-18 horas en matraces de 
50 ml con 10 ml de medio LB y los experimentos fueron realizados por triplicado. 
Para la producción de piocianina, proteasas y ramnolípidos los preinóculos fueron 
lavados con medio LB fresco, diluidos a una OD600 de 0,01 e incubados durante 20 horas a 37 ºC 
con agitación constante antes de medir la producción de cada uno de los factores de virulencia.  
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3.9.1. Producción de piocianina 
La producción de piocianina fue determinada siguiendo el método descrito por Essar y 
cols. [273] con algunas modificaciones. Se mezclaron 7,5 ml de sobrenadante de cultivos 
crecidos durante 20 horas que habían sido filtrados a través de membranas de 0,22 µm con 4,5 
ml de cloroformo y se agitó la mezcla con vortex. Las muestras fueron centrifugadas a 7000 x g 
durante 20 minutos a 4ºC para separar la mezcla en dos fases. Se tomaron 3 ml de la fase inferior 
que contenía la piocianina disuelta en cloroformo y se mezclaron con 1,5 ml de HCl a una 
concentración de 0,2 N. Se volvió a agitar la mezcla usando vortex y se centrifugaron las 
muestras a 7000 x g durante 5 minutos a 4ºC para separar las dos fases líquidas. Por último, se 
añadieron 900 µl de la fase superior a una cubeta de espectrofotometría y se midió la 
absorbancia a una longitud de onda de 520 nm. La concentración de piocianina en µg/ml fue 
calculada en base a su coeficiente de extinción molar multiplicando la absorbancia obtenida por 
17, 072.  
3.9.2. Producción de proteasas 
Para medir la secreción de elastasa y proteasa IV en las cepas de P. aeruginosa se 
siguieron los métodos establecidos por Kessler y Safrin (2014) [274] con algunas modificaciones. 
Para la producción de elastasa se mezclaron alícuotas de 100 µl del sobrenadante libre 
de células de los diferentes cultivos con 1 ml de una solución de elastina-Rojo Congo (5 mg/ml) 
disuelta en Tris-HCl 100 mM y CaCl 1 mM tamponado hasta un pH de 7,5. La reacción se incubó 
por 2 horas a 37 ºC en agitación constante a una velocidad de 250 rpm. Las muestras se 
centrifugaron a 13.000 x g durante 10 minutos y se midió la absorbancia del sobrenadante a una 
longitud de onda de 495 nm utilizando como blanco medio LB fresco. 
Para la producción de proteasa IV se mezclaron alícuotas de 20 µl de sobrenadante libre 
de células de los diferentes cultivos con 480 µl del sustrato chromozym PL (N-(p-Tosyl)-Gly-Pro-
Lys-p-nitroanilide, Sigma) a una concentración de 80 µg/ml en una solución mezcla de Tris-HCl 
20 mM NaCl 150 mM tamponado a un pH de 8. La reacción se incubó a 37 ºC durante 30 minutos 
en agitación constante a una velocidad de 250 rpm y se midió la absorbancia a una longitud de 
onda de 410 nm. 
3.9.3. Producción de ramnolípidos 
El procedimiento utilizado para la extracción y detección de mono- y di-ramnolípidos 
producidos por P. aeruginosa mediante TLC se llevó a cabo siguiendo las indicaciones de 
Wittgens y cols. (2011) [275] con pequeñas modificaciones. Se centrifugaron 10 ml de cultivo a 
7000 x g durante 10 minutos y se filtraron los sobrenadantes a través de membranas de 0,22 
µm. El sobrenadante libre de células fue mezclado con el mismo volumen de etil-acetato 
acidificado con ácido acético glacial a una proporción 1:10000, mezclado por agitación con 
vortex durante 30 segundos y centrifugado a 7000 x g durante 20 minutos para separar ambas 
fases. Posteriormente se extrajeron 9 ml de la fase superior correspondiente al etil-acetato 
acidificado y se repitió de nuevo el proceso con otros 10 mL de etil-acetato acidificado. Los 18 
ml de etil-acetato acidificado en los que están disueltos los ramnolípidos se concentraron 
mediante evaporación usando un rota-evaporador y resuspensión en 10 µl de etanol puro. La 
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cantidad de mono- y di-ramnolípidos presente en 5 µl de estas muestras concentradas fue 
analizada mediante TLC tal y como describieron Wittgens y cols. (2011) [275]. 
3.9.4. Motilidad por swarming 
Para el ensayo de motilidad por swarming los preinóculos fueron lavados con NaCl 
0,85% estéril y diluidos en la misma solución a una OD600 de 1,0. Posteriormente se depositó una 
gota de 5 µl de esta suspensión celular sobre el centro de placas de Petri que contenían 25 ml 
de medio de swarming y se dejaron crecer durante 16 horas a 37 ºC. Tras el periodo de 
incubación se tomaron fotografías con una cámara réflex de alta definición. 
3.10. Detección de moléculas de quorum sensing y sus precursores 
3.10.1. Extracción y detección de AQs y AHLs mediante cromatografía en capa 
fina 
Los preinóculos se lavaron con medio LB fresco y se diluyeron a una OD600 de 0,01. Las 
moléculas de QS del tipo AHLs se extrajeron de cultivos en fase exponencial tardía a una OD600 
de 1,7 mientras que las del tipo AQs se extrajeron de cultivos en fase estacionaria temprana a 
una OD600 de 2,5, siguiendo en ambos casos la metodología empleada por Yates, y cols. (2003) 
[276] y Fletcher, y cols. (2007) [260, 261] respectivamente, con algunas modificaciones. Se 
centrifugaron 10 ml de cada cultivo a 7.000 x g durante 10 minutos a 4ºC (todas las 
centrifugaciones de este experimento se realizaron en las mismas condiciones) y se separaron 
los sobrenadantes de los sedimentos celulares para extraer las moléculas de QS de cada uno de 
ellos. 
El sedimento de células se lavó (2 veces) con 10 ml de medio LB fresco, se centrifugó y 
se descartó el sobrenadante. Posteriormente se resuspendió en 10 ml de metanol grado HPLC 
(Fisher Chemical), se agitó vigorosamente con vortex durante 30 segundos y se dejó reposar 10 
minutos. Finalmente se centrifugó y se filtró el sobrenadante a través de una membrana de 0,22 
μm para eliminar cualquier residuo celular. 
Por otra parte, el sobrenadante de los cultivos se filtró con una membrana de 0,22 μm, 
se mezcló con 10 ml de etil-acetato acidificado con ácido acético glacial en una proporción 
1:10000 y se agitó con vortex durante 30 segundos. Posteriormente se centrifugó para separar 
la mezcla en dos fases y se recuperó la fase superior en un tubo nuevo. 
Tanto el extracto celular como el extracto derivado del sobrenadante se llevaron de 
forma independiente a matraces de 250 ml (lavados doblemente con acetona) y ambos se 
dejaron secar a temperatura ambiente bajo una campana de extracción de gases. Una vez secos, 
se agregaron 4 ml de metanol (grado HPLC) a cada uno de los extractos, se agitaron por un 
periodo de 30 segundos y se pasaron alícuotas de 300 μl a tubos recolectores donde se secaron 
todas las muestras en varios pasos sucesivos utilizando un flujo constante de nitrógeno. Las 
muestras fueron almacenadas a -20ºC para su posterior uso. 
Cada extracción se realizó por duplicado y el experimento fue repetido al menos dos 
días diferentes. 
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Puesto que las cepas biosensoras usadas para la detección de las moléculas de QS 
producen luz en presencia de dichas moléculas, las placas de TLC (obtenidas como se describe 
en los siguientes apartados) fueron reveladas utilizando o bien una película fotográfica o bien el 
ChemiDoc XRS+ System (BIO-RAD). Para el análisis cualitativo por densitometría de los puntos 
de luz emitidos en presencia de cada una de las moléculas de QS se utilizó el programa “ImageJ”. 
3.10.1.1. Detección de AQs mediante TLC 
En primer lugar, se activaron las placas de gel de sílice 60 F254 (Merck) sumergiéndolas 
por un periodo de 30 minutos en una solución de KH2PO4 al 5% (p/v) y secándolas posteriormente 
en un horno a 100 ºC durante 1 hora. 
Las muestras extraídas se resuspendieron en 100 μl de metanol (grado HPLC) de los 
cuales se cargaron 30 μl, gota a gota, en la lámina de gel de sílice. Como control positivo se 
cargaron 2 μl de 10 mM de PQS y HHQ sintéticos y 4 μl de la mezcla de ambos, los cuales fueron 
cedidos por el laboratorio de Paul Williams y Miguel Cámara de la Universidad de Nottingham.  
La cromatografía se realizó con una mezcla de diclorometano:metanol (95:5) como 
solvente para la movilización. Una vez que el frente se encontraba a 1-2 cm de la parte superior 
del gel de sílice se sacó la lámina de TLC y se dejó secar a temperatura ambiente. Una vez seca 
la placa se sometió a una nueva cromatografía en las mismas condiciones con el fin de separar 
mejor las distintas moléculas. La detección de las muestras se realizó mediante el cultivo durante 
6 horas a 37 ºC, sobre la lámina de gel de sílice, de la estirpe PAO1 pqsA CTX-lux::pqsA (Tabla 
3.1) en el medio agar 0,65% descrito previamente en el apartado 3.2. 
3.10.1.2. Detección de AHLs mediante TLC 
Las placas de TLC usadas para la detección de AHLs son de gel de sílice 60 RP-18 F254s 
(Merck) [276].  
En este caso las muestras extraídas fueron resuspendidas en 1 mL de metanol (grado 
HPLC) y se cargaron 5 μl de cada una en la membrana de TLC. Como control positivo se cargaron 
2 μl de una solución de 20 μM de C4-HSL o 3-oxo-C12-HSL sintéticos cedidos por el laboratorio 
de Paul Williams y Miguel Cámara. 
La cromatografía se realizó con una mezcla de metanol agua en proporciones 60:40 
como fase móvil dejando correr las muestras aproximadamente durante 90 minutos, momento 
en el que el frente queda a una distancia aproximada de 2 cm del límite superior de la placa de 
TLC. Se dejó secar a temperatura ambiente y se procedió a la detección de las AHLs mediante el 
cultivo de las correspondientes cepas biosensoras sobre la misma membrana de TLC utilizando 
medio LB agar al 0,75 %, incubándose durante 16-18 horas. Para la detección de 3-oxo-C12-HSL 
se utilizó la cepa E. coli JM109-pSB1075 mientras que para la detección de C4-HSL se utilizó la 
cepa E. coli JM109-pSB536 descritas en la tabla 3.1. 
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3.10.2. Extracción y detección de moléculas de QS a diferentes tiempos a lo largo 
del ciclo de crecimiento 
Esta metodología está basada en la extracción de moléculas de QS descrita en el 
apartado anterior, con las modificaciones oportunas para optimizar el análisis a diferentes 
tiempos y en un mismo cultivo de la acumulación de estas moléculas tanto en las células como 
en el medio.  
Para ello, se lavaron los preinóculos, se diluyeron hasta una OD600 de 0,01 y se realizaron 
extracciones tras 4, 5, 6 y 7 horas de crecimiento, obteniendo muestras que van desde la fase 
estacionaria tardía de crecimiento hasta bien entrada la fase estacionaria. En cada punto 
también se midió de manera independiente la OD600 de cada cultivo. 
Para cada tiempo de extracción se tomaron alícuotas de 1,8 ml de los cultivos y se 
centrifugaron a 7.000 x g durante 10 minutos a 4 ºC, separando el sobrenadante de la fase 
celular. Las extracciones de las moléculas de QS tanto del sobrenadante como de la fase celular 
se realizaron siguiendo la misma metodología descrita en el apartado 3.10.1, ajustando los 
volúmenes de solventes orgánicos utilizados para mantener la relación 1:1 de volumen de 
cultivo:solvente orgánico. En este caso las muestras no fueron concentradas. Solo en el caso de 
los extractos de los sobrenadantes, las muestras se secaron bajo el flujo de N2 para ser 
posteriormente resuspendidas en el mismo volumen de metanol (grado HPLC), ya que el etil-
acetato acidificado degrada el plástico de las placas multi-pocillos en las que se llevaron a cabo 
los ensayos de luminiscencia. 
Posteriormente se detectó la presencia de las diferentes moléculas de QS presentes en 
cada uno de los extractos mediante su incubación en placas multi-pocillos blancas de fondo 
transparente y plano junto con el biosensor correspondiente para cada molécula señal (Tabla 
3.1). En cada pocillo se cargaron 5 µl de los extractos y 195 µl de una dilución 1/100 de los 
preinóculos de las cepas biosensoras. La autoluminiscencia de cada cepa biosensora, 
posteriormente restada a cada valor de luminiscencia obtenido en las muestras, se midió 
añadiendo 5 µl de metanol en lugar de los extractos. El ensayo se llevó a cabo en un lector 
multiplacas TECAN infinite 200 en el que se tomaron medidas de luminiscencia y OD600 cada 10 
minutos durante un periodo mínimo de 20 horas. El valor representado en cada punto y para 
cada muestra se corresponde con el punto de mayor relación RLU/OD600 de la cepa biosensora. 
3.10.3. Análisis de la cinética de activación de los promotores PpqsA y PrhlI a lo 
largo del ciclo de crecimiento 
Para el análisis de la expresión de los promotores PpqsA y PrhlI se insertaron en el 
cromosoma de cada una de las cepas de estudio los plásmidos mini-CTX-lux-PpqsA y mini-CTX-
lux-PrhlI (Tabla 3.1) tal y como se describe en el apartado 3.8.2.  
Los preinóculos de cada una de las cepas fueron lavados con el nuevo medio en el que 
iban a ser crecidas y se inocularon en pocillos de placas blancas de fondo plano y transparente 
a una OD600 de 0,01. El volumen de medio inoculado en cada pocillo fue de 200 µl y las medidas 
de luminiscencia y de OD600 se tomaron cada 10 minutos durante un periodo de al menos 20 
horas utilizando el lector de multiplacas TECAN infinite 200. 
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3.10.4. Extracción y detección de AQs y AHLs mediante LC-MS/MS 
La extracción y el análisis mediante LC-MS/MS de las moléculas de QS acumuladas en 
los sobrenadantes de cultivos crecidos durante 16 horas en medio LB se llevaron a cabo tal y 
como describieron Ortori y cols. [277]. El análisis de LC-MS/MS fue llevado a cabo por el 
laboratorio de cromatografía del grupo de investigación liderado por Miguel Cámara y Paul 
Williams de la Universidad de Nottingham.  
3.10.5. Análisis mediante HPLC y espectrometría líquida de masas (HPLC-MS) de 
la acumulación de ácido antranílico y kinurenina en sobrenadantes de 
cultivos 
Los preinóculos fueron lavados con M63, diluidos a una OD600 de 0,01 en matraces de 
100 ml conteniendo 25 ml de medio mínimo M63 con succinato 10 mM y triptófano 10 mM 
como únicas fuentes de carbono. Los cultivos se incubados a 37ºC durante 24 horas y 
posteriormente fueron centrifugados a 7.000 x g durante 10 minutos. Los sobrenadantes se 
filtraron a través de membranas de 0,22 µm y fueron criogenizados usando nitrógeno líquido, 
guardados a -80 ºC durante 48 horas y liofilizados para su posterior análisis.  
El análisis mediante HPLC-MS de la presencia de ácido antranílico y kinurenina en los 
sobrenadantes liofilizados fue llevado a cabo por el laboratorio de cromatografía del Servicio 
Interdepartamental de Investigación (SIdI) de la Universidad Autónoma de Madrid.
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4. Resultados 
4.1. Análisis predictivo de la emergencia de cepas resistentes al 
antibiótico MDN-57 en P. aeruginosa 
Este trabajo tiene como objetivo el análisis predictivo de los mecanismos de resistencia 
que pueden emerger en el patógeno oportunista P. aeruginosa ante un tratamiento con el 
compuesto antimicrobiano de nueva generación denominado MDN-57, obtenido en el Centro 
de Excelencia en Investigación de Medicamentos Innovadores en Andalucía (fundación 
MEDINA). Este compuesto en desarrollo está protegido por derechos de autoría que nos 
impiden dar información adicional acerca de su estructura química, pero que nuestros estudios 
permiten dar a conocer su posible diana de acción y los mecanismos de resistencia que presenta 
P. aeruginosa frente a este compuesto. 
4.1.1. Análisis del efecto de mutaciones implicadas en la resistencia a polimixina 
en la sensibilidad al antibiótico MDN-57 
Según datos proporcionados por la fundación MEDINA, los primeros análisis 
experimentales apuntaban a que el antibiótico MDN-57 podría tener un mecanismo de acción 
similar al ejercido por la polimixina (Paqui Vicente, comunicación personal). En base a esta 
información, nuestro primer abordaje acerca de qué genes podrían alterar la sensibilidad de P. 
aeruginosa a MDN-57 fue analizar si mutaciones en algunos de los genes implicados en la 
resistencia a polimixina podían alterar también la susceptibilidad a MDN-57. Para ello utilizamos 
la librería de mutantes no redundantes de la cepa P. aeruginosa PA14 generados por inserción 
de transposón [262] y analizamos la CMI de los mutantes en los genes phoQ, pmrA, pmrB, cbrA 
y cbrB (Tabla 3.1), los cuales han sido relacionados con la resistencia a polimixina [131, 278-281]. 
Los resultados mostraron que ninguno de estos mutantes analizados presentaba un nivel de 
sensibilidad a MDN-57 diferente al observado en la cepa silvestre PA14, determinándose un 
valor de CMI de 4 µg/ml en todas las cepas. Esto demuestra que, en contra de la hipótesis 
planteada, los mecanismos de resistencia empleados por P. aeruginosa frente a este compuesto 
son diferentes a los empleados frente a la polimixina, lo que podría sugerir que el mecanismo 
de acción de MDN-57 también es diferente. 
4.1.2. Papel de los sistemas de bombeos RND sobre la sensibilidad al antibiótico 
MDN-57 
Con objeto de determinar si alguno de los sistemas RND que contribuyen en mayor 
medida a la resistencia a antibióticos en P. aeruginosa podría afectar a la sensibilidad a MDN-
57, analizamos la capacidad que tienen los sistemas MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN y 
MexXY de expulsar dicho compuesto. Para ello, determinamos los valores de la CMI de MDN-57 
tanto en mutantes defectivos en estos sistemas de bombeo RND, obtenidos de la librería de 
inserción de PA14, como en mutantes sobreproductores de dichos sistemas previamente 
obtenidos mediante selección en presencia de antibióticos a partir de las cepas de laboratorio 
PAO1 y PAO1-PT5. 
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Los resultados obtenidos (Figura 4.1) evidenciaron que los sistemas de bombeo RND 
MexAB-OprM, MexCD-OprJ y MexEF-OprN están implicados en la resistencia intrínseca a MDN-
57, ya que los mutantes defectivos en estos sistemas (mexAB*, mexCD* y mexEF* 
respectivamente) presentaron una mayor sensibilidad a dicho compuesto. Sin embargo, la 
perdida de funcionalidad del sistema MexXY no parece tener ningún impacto en la resistencia a 
MDN-57, ya que el valor de CMI obtenido para el mutante mexXY*, defectivo en dicho sistema, 
fue el mismo que el obtenido para la cepa silvestre PA14. 
 
Figura 4.1. Concentración mínima inhibitoria del antibiótico MDN-57 en las cepas defectivas (A) y de 
sobre-expresión (B) de los sistemas RND MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN y MexXY y las 
correspondientes cepas silvestres, PAO1 y PA14, calculada mediante el método de doble dilución 
descrito en el apartado de materiales y métodos 3.4. 
 
Además, estos sistemas parecen estar implicados en la resistencia adquirida a este 
antibiótico, dado que su sobre-expresión reduce la sensibilidad de P. aeruginosa a MDN-57. Esta 
mayor resistencia a MDN-57 registrada en los mutantes sobreproductores de MexAB-OprM, 
MexCD-OprJ y MexEF-OprN respecto a sus correspondientes cepas silvestres concuerda con la 
mayor sensibilidad observada en los mutantes defectivos para dichos sistemas, del mismo modo 
que lo hace la ausencia de variación en los niveles de CMI tanto de la cepa defectiva como 
sobreproductora del sistema MexXY. Estos resultados confirman que, mientras MexXY no 
parece tener ninguna relevancia en la resistencia a MDN-57, tanto la sobre-expresión como la 
perdida de funcionalidad de los sistemas MexAB-OprM, MexCD-OprJ y MexEF-OprN alteran los 
niveles de sensibilidad a este compuesto. El sistema MexEF-OprN parece ser el más relevante, 
ya que las variaciones de CMI asociadas a este sistema siempre fueron mayores que en el resto 
de sistemas RND. 
4.1.3. Evolución in vitro de P. aeruginosa PA14 en presencia del antibiótico 
MDN-57 
Con objeto de determinar si la exposición prolongada a MDN-57 puede seleccionar 
mutantes que aumenten la resistencia a dicho compuesto, ya sea por la sobre-expresión de 
alguno de los sistemas RND anteriormente mencionados o por cualquier otro mecanismo, se 
llevó a cabo la evolución en paralelo de diez cultivos de P. aeruginosa PA14 tanto en presencia 
como en ausencia del antibiótico MDN-57, tal y como se describe en el apartado de materiales 
y métodos. Dos de estos cultivos fueron crecidos durante todo el experimento en ausencia de 
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MDN-57 (“Control 1.n” y “control 2.n”; n = Nº de días en evolución) y fueron utilizados como 
control del experimento para detectar posibles alteraciones fenotípicas y genotípicas que 
puedan ser causadas por la metodología utilizada o por una adaptación al medio, 
independientemente de la presencia del antibiótico en cuestión. Otros cuatro cultivos (“A2.n”, 
“B2.n”, “C2.n” y “D2.n”) fueron utilizados como réplicas experimentales de una evolución en 
presencia de MDN-57 a concentraciones subinhibitorias (2 µg/ml). Por último, los cuatro cultivos 
restantes (“A4.n”, “B4.n”, “C4.n” y “D4.n”) fueron utilizados como réplicas experimentales de 
una evolución en presencia del antibiótico a concentraciones inhibitorias, comenzando con una 
concentración igual al valor de la CMI obtenida, 4 µg/ml, e incrementándola hasta 4 veces el 
valor de la CMI, 16 µg/ml (“A16.n”, “B16.n”, “C16.n” y “D16.n”). 
 
Figura 4.2. Evolución de P. aeruginosa PA14 en presencia/ausencia de concentraciones subinhibitorias y 
suprainhibitorias del antibiótico MDN-57 durante un periodo total de 18 días. Como puede observarse 
en la imagen, la CMI de MDN-57 aumentó hasta 16 veces en los cultivos evolucionados en presencia de 
dicho antibiótico tras al menos 7 días de evolución, mientras que los controles que evolucionaron en 
ausencia de MDN-57 presentaron los mismos valores de CMI que la cepa silvestre PA14 sin evolucionar. 
 
Se ha descrito que la frecuencia aparente de mutación de resistencia a los antibióticos 
y del tipo de mutación seleccionada dependen de la concentración del antibiótico selector [282]. 
Por tanto, se utilizaron distintas concentraciones de MDN-57 para abarcar lo máximo posible el 
universo de mutaciones implicadas en la resistencia a este antimicrobiano. Para ello se analizó 
en los días 7, 9 y 18 la CMI de MDN-57 para cada una de las poblaciones evolucionadas mediante 
el método de doble dilución. Los resultados analizados en el día 7 (Figura 4.2) indican que el 
valor de la CMI para las poblaciones control (control 1.7 y control 2.7) se había mantenido en 4 
µg/ml, los mismos que para la cepa silvestre PA14 del día 0, mientras que el valor de la CMI 
obtenido en las poblaciones evolucionadas en presencia de MDN-57 (A2.7, B2.7, C2.7, D2.7, 
A4.6, B4.6, C4.6 y D4.6) aumentó hasta 64 µg/ml. Con el fin de analizar la posibilidad de que el 
aumento en la resistencia observado pudiera estar siendo ocasionado por un mecanismo de 
adaptación fenotípica, se realizaron dos pases sucesivos de 24 horas en medio MH-II en ausencia 
de MDN-57 en todas las poblaciones evolucionadas y se volvió a determinar la CMI por el mismo 
método de doble dilución (día 9). Puesto que se obtuvieron los mismos resultados que en el 
ensayo anterior, se descartó la existencia de un mecanismo de resistencia fenotípica, indicando 
que la resistencia es estable y debida a mutación (Figura 4.2). 
Una vez descartada la adaptación fenotípica como mecanismo de resistencia transitoria, 
se continuó la evolución manteniendo las mismas condiciones de cultivo en los controles y en 
las poblaciones evolucionadas en concentraciones subinhibitorias. Sin embargo, en aquellas 
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poblaciones que habían evolucionado en condiciones inhibitorias, se aumentó la concentración 
del antibiótico hasta cuatro veces (16 µg/ml) y se mantuvo la selección durante 7 días con el 
objetivo de determinar si un aumento en la presión selectiva puede seleccionar nuevas 
mutaciones que den lugar a un mayor nivel de resistencia. Una vez finalizado este segundo 
periodo evolutivo, se procedió de nuevo a la determinación de la CMI para cada uno de los 
cultivos evolucionados (día 18) sin que se observaran cambios en los valores obtenidos con 
anterioridad, siendo éstos de 4 µg/ml para los cultivos control 1.18 y 2.18 y 64 µg/ml en el resto 
de poblaciones evolucionadas A2.18, B2.18, C2.18, D2.18, A16.7, B16.7, C16.7 y D16.7 (Figura 
4.2). 
4.1.4. Análisis de las mutaciones seleccionadas a lo largo de la evolución en 
presencia del antibiótico MDN-57 
Una vez finalizado el proceso de evolución, se llevó a cabo la secuenciación de los 
genomas extraídos de las diez poblaciones evolucionadas y de la cepa silvestre PA14 sin 
evolucionar, con el objetivo de identificar las mutaciones implicadas en la resistencia a MDN-57. 
Las secuencias fueron alineadas frente al genoma de referencia UCBPP-PA14 (NC_008463.1) 
publicado en la base de datos “Pseudomonas Genome DataBase” (www.pseudomonas.com) 
[283] y los resultados fueron analizados según se describe en el apartado de materiales y 
métodos. Una vez analizadas las secuencias de las poblaciones evolucionadas, se filtraron las 
mutaciones seleccionadas en función de su potencial relevancia a la hora de contribuir a la 
resistencia a MDN-57, eliminándose como posibles candidatas las mutaciones sinónimas y las 
que habían surgido en las poblaciones control evolucionadas en ausencia del antibiótico. Las 
mutaciones resultantes de este análisis se indican en la tabla 4.1. 
Tabla 4.1. Mutaciones seleccionadas en las diferentes poblaciones evolucionadas en presencia del 
antibiótico MDN-57 que podrían contribuir a la resistencia de dicho antibiótico. 
Gene Name Ref Pos Change aa A2.18 B2.18 C2.18 D2.18 A16.7 B16.7 C16.7 D16.7 
PA14_22730 1977251 Leu252 → Gln       A → T|A  
orfH 2029395 Gly32 → Val T → T|G        
orfN 2040287 
STOP 
338 aa → 53 aa 
   
Deleción 
G → G|- 
    
       
pgsA 2658028 Leu21 → Pro T → T|C        
PA14_35700 3175071 
STOP 
235 aa → 189 aa 
      
Inserción 
- → A|- 
 
       
PA14_53980 4787261 
STOP 
396 aa → 46 aa 
Deleción 
C → C|- 
Deleción 
C → C|- 
      
      
hemA 
5505580 Leu406 → Gln  A → T   A → T|A    
5506204 His198 → Leu       T → T|A  
5506672 Arg42 → Leu    C → A     
hemD 
6193632 Val27 → Gly       A → C|A  
6193700 Trp4 → Cys   C → A     C → A 
6193702 Trp4 → Arg A → T|A    A → T|A A → T   
 
Los resultados mostraron que las poblaciones evolucionadas C2.18, B16.7 y D16.7 
presentaron una única mutación en el gen hemD y que la población A16.7 presentó únicamente 
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dos mutaciones localizadas en los genes hemA y hemD. Puesto que estas poblaciones 
evolucionadas presentaron los mismos niveles de resistencia a MDN-57 que las poblaciones 
A2.18, B2.18, D2.18 y C16.7, las cuales presentaban mutaciones en otros genes además de en 
hemA y/o hemD, es bastante probable que las mutaciones puntuales detectadas en hemA y 
hemD sean las causantes de la mayor resistencia a MDN-57 observada en todas las poblaciones 
evolucionadas en presencia de MDN-57. Además, estos genes participan en la misma ruta 
biosintética de grupos hemo y se ha demostrado que mutaciones puntuales en los genes que 
participan en dicha ruta pueden contribuir a la resistencia de algunos antibióticos [284-286], lo 
que sugiere fuertemente que dichas mutaciones están implicadas en la resistencia a MDN-57. 
En base a estos resultados, se re-secuenciaron las regiones de los genes hemA y hemD que 
contenían los SNPs seleccionados en cada una de las poblaciones y se confirmó que dichas 
mutaciones estaban presentes tal y como se deriva de la secuencia del genoma completo de los 
mutantes. 
4.2. Generación de mutantes delecionados en los sistemas MexAB-OprM 
y MexCD-OprJ en los fondos genéticos PAO1 y nfxB* 
respectivamente 
Las cepas sobre-expresoras de los sistemas de bombeo RND MexAB-OprM y MexCD-
OprJ fueron obtenidas en nuestro laboratorio con anterioridad a este trabajo mediante 
selección en un solo paso en presencia de norfloxacino y eritromicina [247]. En este trabajo 
quisimos además generar nuevos mutantes que nos ayudaran a comprender mejor los efectos 
fisiológicos asociadas a la sobre-expresión o la perdida de ambos sistemas. Es por esto que 
generamos nuevos mutantes de perdida de función de los sistemas MexAB-OprM y MexCD-OprJ 
mediante la deleción parcial de los genes correspondientes a la proteína de membrana interna, 
que es la que actúa como bomba del sistema, mexB y mexD respectivamente. Para ello 
utilizamos una metodología basada en la recombinación homóloga y que no deja ninguna huella 
genética, tal y como se describe en el apartado de materiales y métodos. 
Es conocido que las cepas silvestres de P. aeruginosa que poseen el gen mexR intacto, 
presentan niveles de expresión de MexAB-OprM bastante elevados en comparación con otros 
sistemas RND, y que además este es el principal sistema RND implicado en la resistencia 
intrínseca a los antibióticos en P. aeruginosa. Con objeto de arrojar luz acerca de las funciones 
fisiológicas que puede estar llevando a cabo la expresión basal de este sistema RND y las 
consecuencias que puede tener la inhibición específica o deleción del mismo, se procedió a 
delecionar el gen mexB en la cepa silvestre PAO1, la misma en la que se seleccionó el mutante 
mexR* sobreproductor del sistema MexAB-OprM. 
Las proteínas reguladoras de los sistemas RND, a menudo controlan exclusivamente la 
expresión del operón al que pertenecen, pero existen casos en los que dichos reguladores 
pueden ejercer su acción sobre otros genes más allá de los que codifican el sistema de bombeo 
RND, entrando por tanto en la categoría de reguladores globales. Este es el caso de MexT, una 
proteína reguladora que, además de activar la expresión del sistema de bombeo MexEF-OprN 
[36, 126], es capaz de controlar la expresión de un gran número de genes en P. aeruginosa, 
ejerciendo su función como regulador global más que como regulador local [287-289]. Es por 
esto que nos pareció importante abordar la hipótesis de que NfxB pueda estar ejerciendo su 
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actividad como regulador global. El mutante sobre-expresor del sistema MexCD-OprJ 
seleccionado en la cepa silvestre PAO1 presenta una mutación de pérdida de función en el gen 
nfxB que codifica el represor local de dicho sistema. Con objeto de diferenciar los cambios 
fisiológicos ocurridos en el mutante nfxB* asociados a la propia actividad de MexCD-OprJ de 
aquellos causados por la pérdida de funcionalidad de NfxB, de manera independiente a la 
actividad de la bomba RND, la deleción del gen mexD se llevó a cabo sobre el mutante nfxB*. De 
esta manera, los cambios observados en la cepa nfxB* respecto a PAO1 que no fueran 
observados en la cepa nfxB*ΔmexD podrían adjudicarse a la actividad de la bomba MexCD-OprJ, 
al mismo tiempo que los cambios que se observaran tanto en nfxB* como en nfxB*ΔmexD 
podrían adjudicarse a la propia perdida de funcionalidad de NfxB, independientemente del 
sistema RND sobre-expresado. 
 
Figura 4.3. Análisis de la sensibilidad a los antibióticos aztreonam, ciprofloxacino y gentamicina en las 
cepas sobre-expresoras y delecionadas de los sistemas RND, MexAB-OprM (A) y MexCD-OprJ (B), 
mediante el uso de antibióticos en disco, como se describe en el apartado de materiales y métodos 3.4. 
 
Una vez generados los mutantes delecionados en los genes mexB (ΔmexB) y mexD 
(nfxB*ΔmexD), procedimos a confirmar la pérdida de funcionalidad de ambos sistemas en las 
respectivas cepas. Puesto que son dos de los principales sistemas RND que contribuyen a la 
resistencia a antibióticos en P. aeruginosa, analizamos tanto en las cepas sobre-expresoras 
como delecionadas de ambos sistemas el grado de sensibilidad a aztreonam, ciprofloxacino y 
gentamicina. Se utilizaron estos antibióticos porque está descrito que MexAB-OprM es capaz de 
expulsar tanto β-lactámicos (aztreonam) como quinolonas (ciprofloxacino) entre otros 
antimicrobianos, mientras que la sobre-expresión de MexCD-OprJ está asociada a un aumento 
en la resistencia a quinolonas y una mayor sensibilidad a ciertos β-lactámicos y aminoglicósidos 
(gentamicina) [34, 139]. Los resultados obtenidos (Figura 4.3) muestran que la pérdida del gen 
mexB en PAO1 aumentó su sensibilidad a aztreonam y ciprofloxacino, un fenotipo consistente 
con la contribución de MexAB-OprM a la resistencia intrínseca de P. aeruginosa. Mientras que 
la pérdida del gen mexD en nfxB* restauró los niveles de sensibilidad propios de la cepa silvestre 
PAO1 frente los tres antibióticos (Figura 4.3). Por tanto, se confirmó la perdida de funcionalidad 
de MexAB-OprM y MexCD-OprJ en las cepas ΔmexB y nfxB*ΔmexD respectivamente. 
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4.3. Efecto de la ausencia o la sobre-expresión de MexAB-OprM y 
MexCD-OprJ sobre el transcriptoma de P. aeruginosa 
Como se ha indicado en la introducción, la adquisición de resistencia a los antibióticos 
puede ir asociado a un coste biológico. En el caso de la sobre-expresión de sistemas MDR, dicho 
coste podría ser debido a la energía requerida para su funcionamiento, por lo que el efecto sobre 
la fisiología bacteriana de dicha sobre-expresión dependería principalmente del nivel de 
actividad de dichos sistemas independientemente del sistema implicado. Sin embargo, distintos 
artículos han mostrado que la sobre-expresión de uno u otro sistema MDR puede tener 
consecuencias específicas sobre la fisiología de la bacteria [33, 35, 247]. Con objeto de abordar 
este debate, hemos analizado en el caso concreto de P. aeruginosa las consecuencias 
transcripcionales que conlleva la mutación en los reguladores MexR o NfxB, que provocan la 
sobre-expresión constitutiva de los sistemas MexAB-OprM y MexCD-OprJ respectivamente. 
También se analizó el papel que el regulador NfxB podría tener en los cambios transcripcionales 
detectados en la cepa sobre-expresora de MexCD-OprJ de manera independiente o 
conjuntamente con la actividad de dicho sistema RND. Por último, se analizó el papel que la 
expresión basal del sistema MexAB-OprM puede tener sobre el transcriptoma de P. aeruginosa, 
independientemente de su contribución a la resistencia intrínseca sobradamente demostrada.  
 
 
Figura 4.4. Agrupación de los transcriptomas analizados mediante el parámetro de disimilitud basado de 
la distancia Euclídea. Para las agrupaciones se utilizó el programa MeV y los valores de LogRatio 
obtenidos para cada gen en cada una de las cepas mexR*, ΔmexB, nfxB* y nfxB*ΔmexD respecto a la 
cepa silvestre PAO1, tanto en fase exponencial de crecimiento como estacionaria. Los valores de 
LogRatio negativos se corresponden con una disminución en la expresión de un gen en la cepa 
experimental respecto a la cepa control, mientras que los valores de LogRatio positivos se corresponden 
con un incremento en la expresión de un gen. 
 
Para ello se determinaron los transcriptomas de las cepas mexR*, ΔmexB, nfxB* y 
nfxB*ΔmexD tanto en fase exponencial como estacionaria de crecimiento planctónico en medio 
complejo LB. En primer lugar, se determinaron los cambios de expresión obtenidos para el 
conjunto de los genes de cada uno de los mutantes respecto a la cepa silvestre PAO1. Los 
cambios transcripcionales fueron considerados significativos cuando presentaron al menos el 
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doble o la mitad de transcritos de un mismo gen con respecto a la cepa control, es decir, aquellos 
valores de expresión para los que el logaritmo en base 2 del cociente entre el valor de RPKM de 
la muestra experimental y la cepa control fue superior a 1 o inferior a -1 (LogRatio >1 o LogRatio 
<-1). El grado de semejanza del perfil transcripcional de una muestra con respecto a las demás 
se determinó usando la distancia Euclídea como parámetro de disimilitud, agrupándose las 
diferentes muestras en base a dicho parámetro.  
Como puede observarse en la figura 4.4, las muestras se agruparon principalmente en 
dos subgrupos. Por un lado, las muestras obtenidas en fase logarítmica de crecimiento y por 
otro las obtenidas en fase estacionaria. En ambas fases, los transcriptomas de las cepas ΔmexB 
y nfxB*ΔmexD fueron más semejantes entre sí, mientras que los de mexR* y nfxB* aparecieron 
agrupados en fase estacionaria pero separados en fase exponencial, estando mexR* en esta 
última fase de crecimiento más cercano al perfil transcriptómico de los mutantes delecionados 
de las bombas que del mutante que sobre-expresa MexCD-OprJ. Esto podría significar que la 
sobre-expresión del sistema MexAB-OprM tiene un mayor impacto durante el crecimiento en 
fase estacionaria que durante la fase exponencial, mientras que en el caso de MexCD-OprJ 
parece que su sobre-expresión tiene un gran impacto tanto en la fase exponencial de 
crecimiento como en estacionaria. De hecho, nuestros resultados muestran que la sobre-
expresión de MexAB-OprM conllevó la desregulación de 182 genes durante el crecimiento 
exponencial mientras que un total de 346 genes variaron su expresión durante la fase 
estacionaria de crecimiento. Del mismo modo, la pérdida de funcionalidad de dicho sistema en 
la cepa ΔmexB provocó un cambio transcripcional mayor durante la fase estacionaria de 
crecimiento, en la que se llegaron a detectar cambios en la expresión de 570 genes, respecto al 
crecimiento exponencial, en el que variaron su expresión un total de 452 genes. Sin embargo, 
aunque la sobre-expresión del sistema MexCD-OprJ también tuvo un gran impacto sobre la fase 
estacionaria de crecimiento en la que cambió la expresión de 322 genes, el mayor efecto se 
observó durante el crecimiento logarítmico llegando a detectarse variaciones transcripcionales 
en un total de 736 genes, lo que supone el 12,9 % del total de genes identificados en P. 
aeruginosa PAO1 según la base de datos PseudoCAP [283]. 
En total se detectaron 1776 genes que sufrieron algún cambio significativo en su 
expresión en al menos una de las 4 cepas, o bien durante el crecimiento en fase exponencial, 
donde se alteró la expresión de 1099 genes, o bien durante la fase estacionaria de crecimiento, 
en la que variaron su expresión 1022 genes, siendo 345 genes los que lo hicieron en ambas fases 
de crecimiento (Tabla A-1 del anexo I). A continuación, analizaremos por separado aquellos 
cambios transcripcionales que tuvieron lugar en los mutantes mexR* y nfxB*, tanto en fase 
exponencial como estacionaria de crecimiento, analizando más en detalle las similitudes y 
diferencias en los transcriptomas de ambas cepas sobre-expresoras. 
4.3.1. Cambios transcriptómicos asociados a mutaciones de perdida de función 
del regulador MexR que conllevan la sobre-expresión del sistema MexAB-
OprM 
Como mencionamos en el apartado anterior, la sobre-expresión del sistema MexAB-
OprM afecta a la expresión de un gran número de genes durante el crecimiento exponencial y 
ejerce incluso un mayor impacto durante la fase estacionaria de crecimiento. Con el fin de 
identificar aquellos procesos fisiológicos que pudieran estar siendo alterados por la sobre-
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expresión de este sistema RND, procedimos a agrupar en categorías funcionales los genes que 
presentaron variaciones de expresión significativas utilizando como referencia las clasificaciones 
establecidas en la base de datos de PseudoCAP [283]. 
Como puede verse en la figura 4.5, durante el crecimiento exponencial se observó una 
mayor proporción de genes cuya expresión decreció respecto a la cepa control, mientras que 
durante el crecimiento estacionario la proporción de genes cuya expresión aumentó o 
disminuyó fue muy similar. Por otro lado, teniendo en cuenta las categorías funcionales más 
afectadas en cada fase de crecimiento, podemos observar que el mayor impacto que tiene la 
sobre-expresión del sistema MexAB-OprM sobre ambas fases se produjo en la expresión de un 
gran número de factores de virulencia secretados como son las fenacinas, ramnolípidos o 
proteasas, disminuyéndola drásticamente. Además de ésta, otras de las categorías funcionales 
más afectadas en ambas fases fueron: i) la biosíntesis de grupos prostéticos, cofactores y 
carriers; ii) genes de resistencia a antibióticos además del sistema de bombeo MexAB-OprM, 
como son mexJ, armR o nalC que disminuyen en estacionaria o el gen PA1131 que codifica un 
probable transportador de la familia MFS; iii) los que intervienen en adaptación y protección 
como pueden ser genes de síntesis de pioverdina, la acilasa de homoserin lactonas pvdQ, el 
citocromo P450 (PA3331) o genes homeostáticos del tipo katE, katN y osmC; iV) genes 
codificantes de enzimas del metabolismo como por ejemplo la enzima piruvato deshidrogenasa 
PoxB, los genes que intervienen en la utilización del glicolato como glcDEF; y V) el metabolismo 
de ácidos grasos y fosfolípidos como fabH2, desB o gdcH y algunas lipoproteínas como PA334 o 
PA1869.  
De manera más específica, durante la fase exponencial de crecimiento se vio afectada 
la transcripción de muchos de los genes pertenecientes al locus II del SST6 como hsiCFGH2, clpV2 
o sfa2, además de algunos que codifican proteínas de membrana como el transportador de 
poliaminas PotC. Sin embargo, durante el crecimiento estacionario se encontraron otras 
categorías funcionales más afectadas como el metabolismo energético o la producción de 
chaperonas y proteínas de respuesta a choque térmico, en la que se observó un aumento en la 
expresión de algunos genes como groEL, groES, htpG, dnaJ, o dnaK. 
Cabe destacar que muchos de los genes desregulados en ambas fases de crecimiento 
han sido relacionados con el sistema de comunicación celular de QS, ya sea como componentes 
fundamentales en la síntesis de moléculas de señalización del tipo AQs como pqsA, pqsB, pqsD, 
pqsE, phnA y phnB, o bien como dianas de dicho sistema de comunicación como phzA2, phzB1, 
rhlA, rhlB o lasB. De hecho de los 182 genes afectados durante la fase exponencial de 
crecimiento, 78 han sido previamente relacionados con la red de regulación por QS de P. 
aeruginosa, mientras que de los 346 genes que sufrieron cambios transcripcionales durante el 
crecimiento en fase estacionaria en la cepa mexR*, 200 genes pertenecen también a dicha red 
de regulación [162, 179, 181, 187, 188, 195, 206-208]. Estos resultados muestran que la perdida 
de función de MexR, que conlleva la sobre-expresión de MexAB-OprM, tiene, entre otros 
efectos, un fuerte impacto en el sistema de señalización mediado por QS, lo cual concuerda con 
lo establecido en la bibliografía en la que se relaciona la sobre-expresión de este sistema con 
una disminución de la producción de varios factores de virulencia controlados por este sistema 
de comunicación celular [242, 243].  
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Figura 4.5. Porcentaje de genes de cada categoría funcional que presentó variaciones transcripcionales 
significativas durante la fase de crecimiento exponencial (A) o estacionario (B) en la cepa que sobre-
expresa el sistema MexAB-OprM (mexR*). Los porcentajes fueron calculados en función del número de 
genes de una categoría específica que presentaron variaciones significativas y del número total de genes 
presentes en P. aeruginosa que según la base de datos Pseudomonas Genome Database conforman 
dicha categoría funcional. 
 
4.3.2. Cambios transcriptómicos asociados a mutaciones de perdida de función 
del regulador NfxB que conllevan la sobre-expresión del sistema MexCD-
OprJ 
Los resultados obtenidos en el análisis por RNAseq muestran que la sobre-expresión del 
sistema MexCD-OprJ pueden llegar a provocar cambios fisiológicos a gran escala mediante 
alteraciones en la expresión de una gran cantidad de genes tanto en fase exponencial como 
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estacionaria de crecimiento. Con el fin de identificar aquellos procesos en los que pueden estar 
implicados los genes transcripcionalmente afectados, agrupamos en categorías funcionales 
aquellos genes que presentaron variaciones de expresión significativas en la cepa nfxB* respecto 
a la cepa silvestre PAO1 (Figura 4.6), de la misma manera que se hizo con los datos obtenidos 
para la cepa mexR*. 
En primer lugar, durante el crecimiento exponencial de la cepa nfxB* se observaron 
cambios en la expresión de un gran número de genes, disminuyéndose la misma, hasta al menos 
la mitad respecto a la estirpe silvestre, en un total de 665 genes, mientras que solo se detectaron 
71 genes que sufrieron un incremento significativo en su expresión. Esto provocó que la mayoría 
de las categorías funcionales se vieran afectadas en gran medida. De entre todas ellas, la más 
destacada es la que engloba a los factores de virulencia secretados, ya que presentó una caída 
significativa de la expresión de una gran proporción de genes tanto en fase exponencial como 
estacionaria de crecimiento. Entre los genes a destacar de esta categoría que presentaron una 
menor expresión en una u otra fase se encuentran phzD2, phzG2 y phzB1 que intervienen en la 
síntesis de fenacinas, aprX, aprD, aprE, piv, lasA y lasB que codifican proteasas, rhlA y rhlB, que 
intervienen en la síntesis de ramnolípidos, pilD, que interviene en la síntesis del pili o sistema de 
secreción tipo IV (SST4), hcpB y hcpC que codifican efectores del SST6, pcrH que es fundamental 
para el ensamblaje del SST3, y cbpD, que se ha descrito que codifica una proteína secretada por 
el sistema de secreción tipo II (SST2). Además, el metabolismo energético también se vio 
afectado en ambas fases de crecimiento disminuyéndose la expresión de un gran porcentaje de 
genes englobados en esta categoría como son los genes nar, nir y nor que intervienen en el 
proceso de desnitrificación, genes que codifican citocromo C oxidasas de la cadena 
transportadora de electrones como ccoP2, ccoO2, cyoA o cyoC, el gen fhp que codifica una 
flavohemoproteína relacionada con la respiración anaeróbica y algunas enzimas como la alcohol 
deshidrogenasa AdhA o las lactato deshidrogenasas LldD y LldA. Sin embargo, el catabolismo de 
los compuestos de carbono se vio afectado de manera opuesta en ambas fases de crecimiento, 
observándose un disminución de la expresión de un gran porcentaje de genes durante el 
crecimiento logarítmico mientras que durante la fase estacionaria se incrementó la expresión 
de poco más del 5% de los genes agrupados en esta categoría, entre los que se encontraron por 
ejemplo antABC que intervienen en la degradación de antranilato y glcEF que intervienen en la 
utilización del glicolato. 
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Figura 4.6. Porcentaje de genes de cada categoría funcional que presentó variaciones transcripcionales 
significativas durante la fase de crecimiento exponencial (A) o estacionario (B) en la cepa que sobre-
expresa el sistema MexAB-OprM (mexR*). Los porcentajes fueron calculados en función del número de 
genes de una categoría específica que presentaron variaciones significativas y del número total de genes 
presentes en P. aeruginosa que según la base de datos Pseudomonas Genome Database conforman 
dicha categoría funcional. 
 
Si nos centramos en la fase exponencial de crecimiento, podemos destacar entre las 
categorías más afectadas la biosíntesis de cofactores, grupos prostéticos y carriers en la que se 
disminuyó la expresión de más del 25% de los genes que pertenecen a esta categoría. Dentro de 
ellos se encuentran genes como hemCD, que intervienen en la síntesis de los anillos 
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tetrapirrólicos importantes en muchos cofactores de tipo hemo, el operón PA1276-PA1281 y 
cbiD que interviene en la síntesis de la cobalamina (vitamina B12), el gen pdxB que interviene 
en la síntesis de la piridoxina (vitamina B6) [290], el operón PA0501-PA0504 implicado en la 
síntesis de biotina y genes que intervienen en la síntesis de cofactores asociados a molibdeno 
como moeA1, moaA1 y moaB1. Otra de las categorías funcionales a destacar es el metabolismo 
central de intermediarios en el que se detectó una disminución de la expresión en casi el 15 % 
de los genes, entre los que se encuentran genes de síntesis de ácido cianhídrico, ureasas y 
citocromo C oxidasas. También se vio una menor expresión de los operones pilIJK y chpABCD, 
los cuales intervienen en motilidad y quimiotaxis. Otra de las categorías funcionales que más se 
alteró fue la de los reguladores transcripcionales, en la que casi el 15 % de los reguladores 
englobados en esta categoría vio decrecida su expresión durante la fase exponencial de 
crecimiento y entre los que se encuentran por ejemplo pcrR, que regula la expresión del SST3, y 
mexL que codifica el represor transcripcional de la bomba RND MexJK. De entre las categorías 
funcionales restantes con más del 10 % de los genes afectados durante la fase exponencial de 
crecimiento se encuentran la síntesis de nucleótidos, los sistemas de regulación de dos 
componentes, entre los que podemos destacar por ejemplo roxSR y bfiSR, y las proteínas 
relacionadas con fagos, plásmidos y transposones. Otra categoría a destacar por su relevancia 
clínica es la de resistencia a antibióticos, en la que se observó durante la fase exponencial de 
crecimiento una disminución en la expresión del gen fosA, implicado en la resistencia a 
fosfomicina, y armR, que es un antirrepresor de MexR, mientras que en fase estacionaria se 
observó un pequeño aumento en la transcripción del gen str que da mayor resistencia a 
estreptomicina y una disminución en la expresión del gen nalC, que interviene en la regulación 
del sistema de bombeo MexAB-OprM reprimiendo la expresión de armR. Además, durante 
ambas fases de crecimiento también se redujo la expresión del sistema de bombeo RND MexJK 
contrariamente a lo que se podría esperar viendo que el gen que codifica el represor de dicho 
sistema, mexL, se expresó menos durante la fase logarítmica, lo que podría sugerir mecanismos 
de regulación alternativos al mencionado represor MexL.  
Respecto a la fase estacionaria de crecimiento podemos destacar que, la mayoría de 
categorías funcionales que presentaron una menor expresión durante la fase exponencial de 
crecimiento, llegaron a recuperar los niveles propios de la cepa silvestre en gran parte de sus 
genes e incluso en alguna categoría se observó un incremento en la expresión de un pequeño 
porcentaje de genes. Ejemplos de esta situación son las categorías de síntesis de ácidos grasos 
y fosfolípidos o genes implicados en el catabolismo de compuestos de carbono. Además, al igual 
que pasaba en el mutante mexR*, la segunda categoría más afectada durante esta etapa del 
crecimiento es la que engloba a las chaperonas y a las proteínas de respuesta a choque térmico, 
ya que se detectó la sobre-expresión de un gran porcentaje de genes entre los que se 
encuentran por ejemplo groEL, dnaJ, dnaK o hptG. 
Por otra parte, al igual que pasaba con la sobre-expresión de MexAB-OprM, muchos de 
los genes cuya expresión varió significativamente con la sobre-expresión del sistema MexCD-
OprJ tienen un papel relevante tanto en la síntesis de moléculas de señalización por QS como en 
la síntesis de factores de virulencia tales como fenacinas, proteasas, sideróforos o ramolípidos. 
De hecho, si nos centramos en aquellos genes relacionados con la red de regulación mediada 
por QS observamos que, durante la fase exponencial de crecimiento de la cepa nfxB*, 228 de 
los 736 genes que variaron su expresión respecto a PAO1 pertenecen al conjunto de genes 
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implicados en dicho proceso de comunicación celular. En el caso de la fase estacionaria, de los 
322 genes cuya expresión fue alterada en la cepa que sobre-expresa el sistema MexCD-OprJ, 
152 han sido relacionados de alguna manera con el mecanismo de respuesta mediado por QS. 
Es importante destacar que, teniendo en cuenta aquellos genes que no presentaron variación 
alguna en la cepa nfxB*ΔmexD respecto a PAO1 o los que variaron de manera opuesta a como 
lo hicieron en la cepa sobre-expresora de MexCD-OprJ, podemos detectar las variaciones 
transcripcionales asociadas de modo directo, independientemente de la actividad del regulador 
NfxB, a la actividad de la bomba RND sobre-expresada. Dentro de éstas, el 87,7 % y el 86,8 % del 
total de genes relacionados con el QS presentaron variaciones en su expresión durante la fase 
exponencial y estacionaria de crecimiento respectivamente, lo que pone de manifiesto el gran 
impacto que tiene la sobre-expresión de MexCD-OprJ sobre este complejo sistema de 
comunicación celular que afecta a un gran número de procesos fisiológicos como la virulencia, 
la resistencia a antibióticos, la adaptación al medio o la competición con otras especies por la 
colonización de un nicho determinado. 
4.3.3. Cambios transcripcionales comunes y específicos detectados en las cepas 
sobre-expresoras de los sistemas MexAB-OprM y MexCD-OprJ 
Con el fin de discriminar aquellos cambios transcripcionales que puedan estar asociados 
de manera inespecífica tanto a la sobre-expresión de MexAB-OprM como a la de MexCD-OprJ 
de aquellos asociados específicamente a la sobre-expresión de uno u otro sistema RND, 
analizamos las similitudes y diferencias en los transcriptomas de las cepas mexR* y nfxB* tanto 
en fase exponencial como estacionaria de crecimiento.  
 
Figura 4.7. Comparación de las variaciones transcripcionales observadas tanto en fase exponencial como 
estacionaria de crecimiento en las cepas mexR* y nfxB* respecto a la cepa silvestre PAO1. A) y D) genes 
que presentan variaciones significativas de expresión en las cepas mexR* y nfxB* agrupados en función 
de la similitud de sus valores de LogRatio. B) y C) representación gráfica del valor de LogRatio 
mexR*/PAO1 y LogRatio nfxB*/PAO1 obtenido para cada uno de los 5697 genes identificados en P. 
aeruginosa según la base de datos Pseudomonas Genome Database [283]. 
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Como se muestra en la figura 4.7, las mayores diferencias transcripcionales entre ambas 
cepas fueron detectadas durante la fase exponencial de crecimiento, principalmente debido a 
que el número de genes que variaron significativamente en una y otra cepa fue muy diferente, 
siendo éste muy superior en nfxB*. Esta diferencia se apreció aún más cuando comparamos el 
nivel de desregulación de cada una de las categorías funcionales presentes en P. aeruginosa 
(Figura 4.8). Entre los genes que de manera específica variaron en el mutante nfxB* durante la 
fase exponencial de crecimiento, podemos destacar que muchos de los genes desregulados 
están relacionados con QS o con diferentes aspectos del metabolismo como por ejemplo el 
metabolismo de aminoácidos (dadX, aspA, arcABC, aguR, proC, gbuA, metY, thrH, thrB, purT, 
adhA o dhcAB), la síntesis de biotina (bioC, bioF o bioH), el metabolismo de azúcares (edd, mtlZ, 
rfaD, fruA o murG, este último también implicado en la síntesis de peptidoglicano), el 
metabolismo del piruvato (pta, ackA, acsA, lldA o lldD), el catabolismo de compuestos 
aromáticos (catA, catC, pcaB, pcaF, hpaC o hpcD) o síntesis de grupos hemo (hemD y hemC). 
También podemos destacar otros genes implicados en la motilidad como aquellos implicados en 
la síntesis del pili (pilBCD, pilIJK y chpA) o en quimiotaxis (chpABCD), además de algunos de los 
genes y reguladores del SST3 (pcr3, pcrR, pcrG, pcrH, exsB, pscH y pscI) y algunos sistemas de 
dos componentes como CzcS, relacionado con la resistencia a metales pesados, carbapenémicos 
y con QS, BfiSR, que tiene un papel en la producción de biofilm, o RoxSR, que regula la expresión 
de las oxidasas terminales CIO, la respuesta a estrés oxidativo y tiene un papel en la interacción 
con el epitelio pulmonar del hospedador [291].  
 
 
Figura 4.8. Comparación de las categorías funcionales afectadas durante el crecimiento exponencial de 
las cepas mexR* y nfxB* (A). Número de genes cuya transcripción se ve disminuida (B) o incrementada 
(C) significativamente en ambas cepas (mexR* y nfxB*) o en solo una de ellas (mexR* o nfxB*) durante el 
crecimiento exponencial. 
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Respecto a los genes desregulados durante la fase estacionaria de manera específica en 
el mutante nfxB* podemos destacar entre otros la sobre-expresión de los genes de degradación 
de antranilato (antA y antC) que es uno de los precursores en la síntesis de AQs, la mayor 
expresión de mexP perteneciente al sistema de bombeo RND MexPQ-OpmE o la menor 
expresión del regulador positivo del SST3, PsrA, que junto con la sobre-expresión de los 
represores PtrAB podría explicar la menor expresión detectada en algunos de los genes del SST3, 
lo cual está de acuerdo con un trabajo previamente publicado por nuestro laboratorio en el que 
se describía que un mutante nfxB*, y no un mutante mexR*, presenta un SST3 defectuoso [247]. 
Entre los genes que vieron alterada su expresión en la cepa mexR* de manera específica 
destacan sobre todo la sobre-expresión de muchos de los genes que conforman el locus I del 
SST6 durante la fase estacionaria de crecimiento, como icmF1, tssC1, hcp1, tssF1, tssG1, clpV1 o 
vgrG1. Además, durante esta misma fase de crecimiento también se observó una mayor 
expresión de los genes liuB, liuD y liuE que son enzimas fundamentales para el catabolismo de 
la leucina y de los terpenos acíclicos [292]. 
A pesar de las diferencias encontradas durante la fase exponencial, 93 genes se 
encontraron desregulados de la misma manera en ambas cepas y también se apreciaron algunas 
similitudes en la expresión de algunas categorías funcionales como los factores secretados, las 
proteínas de secreción o la síntesis de ácidos grasos y fosfolípidos (Figura 4.8). Respecto a la fase 
estacionaria de crecimiento, las semejanzas entre los transcriptomas de ambas cepas 
aumentaron, tanto en el número de genes afectados como en la manera en la que éstos variaron 
su expresión, llegando a tener en común más del 50% de los genes sobre-expresados o 
reprimidos durante dicha fase de crecimiento (Figuras 4.7 y 4.9). Además, estas similitudes 
observadas se hicieron más evidentes cuando se agruparon los genes desregulados en 
categorías funcionales, observándose una gran similitud tanto en las categorías que se 
encontraban afectadas en ambos mutantes como en la proporción de genes que incrementaron 
o disminuyeron su expresión (Figura 4.9). Si profundizamos un poco más a nivel de genes y 
procesos fisiológicos más concretos, nos encontramos con que la mayor similitud que existe 
entre ambos mutantes sobre-expresores mexR* y nfxB* es la desregulación de un gran número 
de genes que de alguna manera han sido relacionados con el sistema de señalización mediado 
por QS, ya sea por participar en la síntesis de las moléculas autoinductoras, por ser dianas de 
regulación de dicho sistema de comunicación o por contribuir de alguna manera a la modulación 
de la respuesta [162, 179, 181, 187, 188, 195, 206-208]. Entre los genes desregulados en una u 
otra fase de crecimiento pertenecientes a este regulón se encuentran muchos factores de 
virulencia como los genes de síntesis de ácido cianhídrico (hcnABC), los genes ambE y ambB que 
codifican enzimas implicadas en la síntesis de la toxina AMB, los genes de síntesis de piocianina 
y otras fenacinas, genes codificantes de fosfolipasas y proteasas, los genes de síntesis de AQs, 
muchos de los genes relacionados con el SST6, genes de síntesis de ramnolípidos, genes que 
intervienen en motilidad y quimiotaxis, genes que contribuyen a la captación de hierro como la 
pioverdina o la bacterioferritina, y el sistema de bombeo RND MexGHI-OpmD.  
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Figura 4.9. Comparación de las categorías funcionales afectadas durante la fase estacionaria de 
crecimiento de las cepas mexR* y nfxB* (A). Número de genes cuya transcripción se ve disminuida (B) o 
incrementada (C) significativamente en ambas cepas (mexR* y nfxB*) o en solo una de ellas (mexR* o 
nfxB*) durante la fase estacionaria de crecimiento. 
 
No obstante, también se detectaron algunas similitudes en la expresión de otros genes 
no relacionados con el QS, tanto durante el crecimiento exponencial, entre los que se 
encuentran por ejemplo los genes glcEF implicados en la utilización del glicolato, mas sobre-
expresados en mexR* que en nfxB*, o pdxB que interviene en el metabolismo de aminoácidos y 
en la síntesis de la vitamina B6, como durante la fase estacionaria, en la que aparecieron sobre-
expresadas algunas chaperonas y proteínas respuesta a choque térmico como GroEL, GroES, 
HtpG, DnaJ, DnaK o HslU. Otros genes desregulados en mexR* para los que se detectaron 
cambios similares en nfxB* pero ligeramente por debajo del nivel de significación son glcD, tbpA 
que está relacionado con la producción de biofilm y la agregación celular, el receptor de 
ferripioverdina FpvA, y algunos otros relacionados con QS como el gen de síntesis de piocianina 
phzA2, genes que intervienen en la síntesis de moléculas señal, pqsA y rhlI, y algunos otros que 
son dianas de dicho sistema como lasA, soxR, rhlA o rhlB. En el caso contrario ocurre algo similar, 
encontrándose algunos genes para los que se detectaron cambios significativos en el mutante 
nfxB* similares a los encontrados en la cepas mexR*, estando estos últimos ligeramente por 
debajo del umbral de significación. Entre ellos podemos destacar algunos relacionados con la 
síntesis de pioverdina (pvdL, pvdG y pvdO) o relacionados con la síntesis y exportación de 
proteasas como la proteasa IV o aprX, aprD y aprE que intervienen en la secreción de proteasas, 
además de otros genes relevantes como pqsC, que interviene en la síntesis de AQs, mexK 
componente del sistema de bombeo RND MexJK, siaA que interviene en la autoagregación 
celular o PA0884-PA0885 que codifican un transportador de compuestos de 4 carbonos como 
malato, succinato o fumarato. 
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4.3.4. Papel específico del regulador NfxB sobre los cambios transcripcionales 
observados en la cepa que sobre-expresa el sistema MexCD-OprJ 
Algunos trabajos han demostrado que un regulador local, que controla la expresión de 
un sistema de bombeo MDR, puede regular la expresión de otros genes, no relacionados con 
dicho sistema, actuando por tanto como regulador global. Este es el caso de MexT, que además 
de activar la expresión del sistema MexEF-OprN es capaz de controlar la expresión de un gran 
número de genes [289]. En nuestro caso, con objeto de esclarecer si el regulador del sistema 
MexCD-OprJ, NfxB, puede tener un papel más allá de controlar la expresión de dicho sistema, 
comparamos los transcriptomas obtenidos de las cepas nfxB* y nfxB*ΔmexD tanto en fase 
exponencial como estacionaria de crecimiento. Dado la gran cantidad de datos analizados 
tuvimos que establecer unos parámetros a partir de los cuáles la desregulación de un gen 
quedaba adjudicada o bien i) a la propia actividad de la bomba sobre-expresada de modo 
independiente a la actividad de NfxB, ii) a la perdida de función del regulador NfxB de modo 
independiente a la actividad de MexCD-OprJ (posible regulón de NfxB) o iii) al efecto sinérgico o 
compensatorio que tiene la pérdida de funcionalidad de NfxB junto con la actividad de la bomba 
RND sobre-expresada. Entre las variaciones transcripcionales dependientes exclusivamente de 
la actividad de MexCD-OprJ hemos incluido aquellas detectadas en la cepa nfxB* que, o bien 
variaban de manera opuesta en la cepa nfxB*ΔmexD (en la que la bomba se ha delecionado), o 
bien no variaban en nfxB*ΔmexD pero presentaban un LogRatio nfxB*/nfxB*ΔmexD > 0,5. 
Asimismo, aquellos genes para los que se detectó una variación de la expresión en nfxB* con 
respecto a PAO1, pero cuyas diferencias respecto a nfxB*ΔmexD fueron pequeñas (LogRatio 
nfxB*/nfxB*ΔmexD < 0,5) fueron consideradas como potencialmente reguladas por la exclusiva 
acción de NfxB. Por último, aquellos genes que presentaron variaciones transcripcionales en el 
mismo sentido en ambos mutantes respecto a PAO1, pero en los que la diferencia de expresión 
entre ambos mutantes era significativa (LogRatio nfxB*/nfxB*ΔmexD > 0,5), se consideró que 
estaban afectados por una posible sinergia o efecto compensatorio producto tanto de la perdida 
de la proteína reguladora NfxB como de la actividad del sistema de bombeo MexCD-OprJ. Cabe 
destacar que en este análisis nos centraremos sobre todo en las agrupaciones de genes que 
puedan estar relacionados entre sí por participar en un mismo proceso fisiológico o formen 
parte de un mismo operón. 
Una vez analizados los datos nos encontramos con que aproximadamente el 76 % de los 
genes que variaron durante el crecimiento exponencial en la cepa nfxB* y el 73,3 % de los que 
variaron en fase estacionaria lo hicieron debido a la actividad del sistema de bombeo RND sobre-
expresado y no porque estuvieran sujetos a un control transcripcional ejercido por el regulador 
NfxB independientemente de la propia actividad de la bomba. Muchos de estos genes están 
relacionados con el metabolismo en general, y las modificaciones en sus niveles de expresión se 
deben posiblemente a la expulsión de compuestos endógenos a través de dicha bomba, lo que 
podría provocar un desbalance metabólico importante como ya se describió con anterioridad 
[245]. Además, muchos de los cambios transcripcionales asociados con la actividad de la bomba 
RND sobre-expresada pertenecen al sistema de señalización mediado por QS, lo que sugiere que 
entre los sustratos producidos por la propia célula susceptibles de ser expulsados por MexCD-
OprJ podría encontrarse algún compuesto implicado directamente en este sistema de 
comunicación celular, lo que nos llevó a analizar cual o cuales metabolitos podrían estar 
implicados en dicho proceso como se verá más adelante. 
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Figura 4.10. (A) Comparación de las variaciones transcripcionales significativas observadas tanto en fase 
exponencial como (D) estacionaria de crecimiento en las cepas nfxB* y nfxB*ΔmexD respecto a la cepa 
silvestre PAO1, además de las observadas en la cepa nfxB* respecto a nfxB*ΔmexD. (B) Número de 
genes que presentan variaciones transcripcionales en la cepa nfxB* durante la fase exponencial y (C) 
estacionaria de crecimiento, diferenciando aquellos que varían por la acción de MexCD-OprJ de los que 
lo hacen por la pérdida de funcionalidad de NfxB o por un efecto sinérgico de ambos. 
 
Por otro lado, además de la sobre-expresión de MexCD-OprJ, la perdida de función de 
NfxB tiene un efecto en la transcripción de algunos genes relacionados con varios de los sistemas 
de secreción presentes en el genoma de P. aeruginosa de manera independiente a la sobre-
expresión del sistema MexCD-OprJ. Se ha descrito que P. aeruginosa alberga hasta tres loci que 
codifican diferentes SST6 (SST6-I, SST6-II y SST6-III), que participan tanto en la competición con 
otras bacterias como en las infecciones producidas en el hospedador y cuya expresión está 
sujeta a diferentes mecanismos de regulación [200]. Los datos de transcriptómica reflejan que 
la expresión de una gran cantidad de genes pertenecientes al locus SST6-II se ve afectada por la 
sobre-expresión de MexCD-OprJ, ya que este locus se expresa en menor medida en el mutante 
nfxB* de manera dependiente a la sobre-expresión de dicho sistema RND, viéndose más 
afectada su expresión durante la fase exponencial de crecimiento. Sin embargo, la regulación 
del locus 1 del SST6 parece estar más directamente relacionada con la pérdida de función del 
regulador NfxB que con la actividad de MexCD-OprJ durante el crecimiento exponencial, ya que 
algunos de los genes del SST6-I se expresan en menor medida tanto en el mutante nfxB* como 
en la cepa nfxB*ΔmexD. No obstante, durante la fase estacionaria de crecimiento se observó 
que tanto la pérdida del regulador NfxB como de la funcionalidad de MexCD-OprJ tienen un 
efecto sinérgico en la regulación del SST6-I, ya que la expresión de muchos de estos genes 
aumentó significativamente en el mutante nfxB*ΔmexD y en algunos casos también en el 
mutante nfxB*, aunque en este caso sin llegar a superar el filtro de significación. Estos datos 
muestran una regulación inversa de los locus I y II del SST6, previamente descrita como parte de 
la regulación mediada por QS [193]. En nuestro caso, los cambios observados podrían estar 
relacionados tanto con la actividad del sistema MexCD-OprJ, probablemente por su efecto sobre 
el QS, como con la proteína reguladora NfxB, por un mecanismo aún desconocido. Estos cambio 
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podrían tener implicaciones en la virulencia y competitividad del mutante nfxB* con otras 
bacterias. 
Trabajos previos publicados por nuestro laboratorio pusieron de manifiesto que el 
mutante nfxB* tiene un defecto en la producción del SST3 al igual que el mutante que sobre-
expresa el sistema MexEF-OprN [247]. Posteriormente, en el caso de MexEF-OprN se demostró 
que la actividad de dicha bomba no era la principal causa de los defectos observados en el SST3, 
sino que estaban provocados por la actividad del regulador del sistema, MexT [50, 288]. Los 
datos transcriptómicos obtenidos en este trabajo muestran que, en el caso de la cepa nfxB*, 
podría estar ocurriendo algo similar, ya que durante la fase exponencial de crecimiento se 
observó una menor expresión de algunos de los genes relacionados con el SST3 tanto en el 
mutante nfxB* como en el nfxB*ΔmexD. Además, durante la fase estacionaria se observó una 
mayor expresión de los represores ptrAB y pcr3. Aunque las condiciones en las que se han 
analizado estos transcriptomas no se encuentra inducido este sistema de secreción, el hecho de 
que algunos de los genes desregulados sean reguladores de dicho sistema hace pensar que 
podría estar ocurriendo lo mismo en condiciones de inducción del SST3. Además del SST3 y SST6, 
algunos genes relacionados con el SST2 también parecen estar regulados por NfxB de manera 
independiente a la actividad de MexCD-OprJ, ya que tanto en la cepa nfxB* como en el mutante 
nfxB*ΔmexD se observó una menor expresión en los genes xcpZ y xcpY, y aunque las variaciones 
detectadas en los genes xcpU y xcpS fueron significativamente mayores en el mutante nfxB* que 
en la estirpe nfxB*ΔmexD, el hecho de que la expresión de estos 4 genes decreciera en ambos 
mutantes hace pensar que NfxB podría regular estos sistemas independientemente de la 
funcionalidad de MexCD-OprJ. 
Otros cambios transcripcionales ocurridos durante la fase exponencial de crecimiento 
asociados con la pérdida de función del regulador NfxB son los detectados en genes de síntesis 
de cobalamina (vitamina B12), de síntesis de pioverdina, o en el operón chpABCD que está muy 
relacionados con quimiotaxis y motilidad, ya que presentaron menores niveles de expresión 
tanto en la cepa nfxB* como en nfxB*ΔmexD. También durante esta fase de crecimiento, el 
operón agtABCD, que codifica un transportador ABC implicado en la internalización del δ-
aminovalerato (AMV) y el γ-aminobutirato (GABA), se vio afectado de manera sinérgica tanto 
por la pérdida del regulador NfxB como de la actividad de la bomba RND, ya que presentaron 
mayores niveles de expresión en la cepa nfxB* los cuales se vieron incrementados aún más 
cuando la bomba perdió su función por la deleción del gen mexD. Además, durante la fase 
estacionaria de crecimiento se observaron también cambios transcripcionales asociados a la 
perdida de función de NfxB, como son la mayor expresión detectada en el operón antRABC, que 
interviene en la degradación de antranilato, uno de los precursores más inmediatos en la síntesis 
de AQs, los genes glcE, glcF y PA5352 que intervienen en la utilización del glicolato o los genes 
codificantes de chaperonas de respuesta a choque térmico, dnaJK. 
4.3.5. Impacto sobre el transcriptoma de la perdida de función del principal 
sistema RND implicado en la resistencia intrínseca a los antibióticos de P. 
aeruginosa, MexAB-OprM 
Con el fin de esclarecer las posibles funciones fisiológicas que puede estar modulando 
MexAB-OprM cuando se expresa a nivel basal, nos propusimos estudiar los cambios 
transcripcionales asociados a la perdida de función de la proteína MexB que provoca una 
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ausencia de actividad del sistema MexAB-OprM. Este trabajo, además de sugerir posibles 
implicaciones fisiológicas de dicho sistema, puede arrojar luz acerca del posible efecto que 
podría tener el uso de inhibidores de sistemas RND sobre la fisiología de P. aeruginosa. 
 
Figura 4.11. Porcentaje de genes de cada categoría funcional que presentó variaciones transcripcionales 
significativas durante la fase de crecimiento exponencial (A) o estacionario (B) en la cepa defectiva en el 
sistema de bombeo MexAB-OprM (ΔmexB). Los porcentajes fueron calculados en función del número de 
genes de una categoría específica que presentaron variaciones significativas y del número total de genes 
presentes en P. aeruginosa que según la base de datos Pseudomonas Genome Database conforman 
dicha categoría funcional. 
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En primer lugar, como ya se hizo con las otras muestras anteriormente analizadas, se 
agruparon en categorías funcionales aquellos genes que presentaron una variación de expresión 
significativa en la cepa ΔmexB con el fin de determinar cuál es el grado de afectación de cada 
una de ellas (Figura 4.11). Entre las categorías más afectadas durante la fase exponencial de 
crecimiento (Figura 4.11-A) se encuentra la biosíntesis de cofactores y grupos prostéticos, la cual 
sufrió una caída en la expresión de muchos de sus genes entre los que se encuentran algunos 
que intervienen en la síntesis de cofactores de molibdeno, en la síntesis de biotina y cobalamina 
y también algunos implicados en el proceso de desnitrificación. En el caso de genes de 
resistencia a antibióticos encontramos que algunos se expresan en mayor cantidad como 
ampOP, implicados en resistencia a ß-lactámicos, o el sistema de bombeo RND mexJKL, mientras 
que algunos se encuentran expresados en menor medida como arnD, relacionado con 
resistencia a polimixina a través de PmrAB, o aph y dsbM que están implicados en resistencia a 
aminoglicósidos. Otra de las categorías afectadas es la de los factores de virulencia secretados, 
que al contrario que el resto, tiene una mayor proporción de genes cuya expresión aumenta 
respecto a aquellos en los que disminuye. Entre ellos se encuentran algunos importantes para 
la virulencia de P. aeruginosa relacionados con la síntesis de fenacinas, pioquelina y 
ramnolípidos, todos ellos controlados por el sistema de regulación mediado por QS. Respecto a 
las proteínas de membrana y las implicadas en secreción encontramos que la mayoría 
presentaron menores niveles de expresión respecto a la cepa parental. Entre ellas podemos 
destacar el transportador de poliaminas PotC, algunos de los genes englobados en el locus SST6-
I y muchos de los implicados en el SST3, ambos sistemas muy importantes para la virulencia de 
la bacteria. También se vio afectada la expresión de algunos reguladores transcripcionales como 
algunos relacionados con el SST3, el gen fruR que codifica un represor del transportador de 
fructosa o los genes femIR que son importantes para la captación de xenosideróforos producidos 
por otras bacterias como Mycobacterium. También se altera la expresión de muchos genes 
implicados en diferentes aspectos del metabolismo como el metabolismo energético, el 
catabolismo de compuestos de carbono, el catabolismo de intermediarios y en general muchos 
enzimas implicados en metabolismo en general. 
Respecto a los cambios detectados durante la fase estacionaria de crecimiento (Figura 
4.11-B) podemos destacar en primer lugar el metabolismo energético que presentó más de un 
30 % de genes desregulados respecto al total de genes agrupados en esta categoría. Entre ellos 
se encuentran algunos que codifican citocromo C oxidasas como ccmE, ccoQON1 y ccoPQ2, otros 
implicados en el proceso de desnitrificación como nir, nor, nos y nar, y el sistema de ATP sintasa 
PA5555-PA5560, presentando todos ellos niveles de expresión inferiores a los de la cepa 
silvestre. El metabolismo central también se ve afectado por la pérdida de MexAB-OprM, ya que 
se observa por ejemplo una menor expresión de la gliceraldehido-3P-deshidrogenasa GapA que 
forma parte de la ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), o también de muchos genes implicados 
en la ruta de los ácidos tricarboxílicos (TCA) como sdhCDAB, gltA, idh, acnB o mqoB, mientras 
que se ve un aumento en la expresión de otros genes como cyoABCDE que codifican citocromo 
C oxidasas implicadas en la fosforilación oxidativa, los genes glcDEF que intervienen en la 
utilización del glicolato o los genes también implicados en la ruta EMP glpFKD y glpT, que es el 
transportador del glicerlol-3P por el que se ha descrito que también es capaz de entrar la 
fosfomicina. Otras categorías bastante afectadas durante la fase estacionaria de crecimiento por 
presentar en su mayoría una menor expresión son las de traducción, modificación y degradación 
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postraduccional y la de transcripción, procesamiento y degradación de RNA, incluyendo una 
gran cantidad de proteínas ribosomales, factores de elongación, las helicasas de RNA HepA y Rhl 
o la ribonucleasa T. Al igual que pasaba durante la fase exponencial de crecimiento, la categoría 
funcional de biosíntesis de cofactores y grupos prostéticos se vio bastante afectada durante el 
crecimiento estacionario, detectándose una menor expresión de genes implicados en 
desnitrificación, en la síntesis de tiamina y tiazol o en la síntesis de ubiquinona, mientras que 
algunos de los genes para los que se vio una menor expresión durante la fase exponencial como 
el operón PA0501-PA0505 implicado en la síntesis de biotina o algunos implicados en la síntesis 
de cofactores basados en molibdeno, presentaron mayores niveles de transcritos durante la fase 
estacionaria. También se detectaron otros cambios transcripcionales potencialmente relevantes 
para la virulencia de la bacteria como puede ser la mayor expresión de algunos de los genes del 
SST6-I, de algunos que intervienen en la síntesis de fenacinas y muchos de los implicados en la 
síntesis de pioquelina (pchABCDEF), algunos relacionados con la síntesis y secreción de 
exopolisacáridos (pslCFH y pelC) o con la motilidad por flagelo (flgBCF), además de algunos de 
los genes implicados en la respuesta a estrés oxidativo (ahpBCF, katB, dps) o en la resistencia a 
β-lactámicos como ampOP. Cabe destacar que entre los sistemas de secreción que presentaron 
una menor expresión durante la fase estacionaria de crecimiento se encuentra el sistema 
SecBDEF implicado en la translocación a través de la membrana plasmática de MexA [293], lo 
que podría sugerir algún tipo de regulación cruzada entre los niveles de expresión del sistema 
MexAB-OprM y el sistema de secreción implicado en el ensamblaje de dicho sistema, entre 
otros. 
Puesto que en el mutante mexR* que sobre-expresa el sistema MexAB-OprM 
observamos que una gran parte de los genes que presentaban variaciones transcripcionales 
significativas estaban relacionados con QS, prestamos especial atención a las variaciones 
transcripcionales que pudiera presentar el mutante ΔmexB en los genes pertenecientes a este 
regulón. De esta manera encontramos que, de los 452 genes que se encontraban desregulados 
durante la fase exponencial de crecimiento, 142 pertenecen a este complejo sistema de 
señalización (31,4 %). Entre ellos se encuentran algunos muy relevantes como el operón 
pqsABCDE-phnAB implicado en la síntesis de AQs, lecAB que codifican las lectinas I y II y rhlAB 
que están implicados en la síntesis de ramnolípidos, todos ellos sobre-expresados, al contrario 
de lo que ocurre en la cepa sobre-expresora, mexR*. Respecto a la fase estacionaria de 
crecimiento, de los 570 genes que se encontraron desregulados en esta fase, 188 pertenecen al 
regulón de QS, lo que supone el 33 % del total de genes desregulados. Entre ellos se encuentran 
sobre-expresados algunos factores de virulencia controlados por este sistema, así como los 
genes implicados en la síntesis de fenacinas o de pioquelina, además del gen lecA y el operón 
antRABC que interviene en la degradación de antranilato, que como ya mencionamos 
anteriormente es uno de los precursores de la síntesis de AQs. Esto pone de manifiesto que 
tanto la sobre-expresión del sistema MexAB-OprM como la pérdida de su función tienen un gran 
impacto sobre el sistema de regulación mediado por QS. 
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4.4. Análisis de la interconexión existente entre la sobre-expresión del 
sistema MexAB-OprM y la respuesta mediada por QS en P. 
aeruginosa 
Como hemos mencionado anteriormente, los resultados obtenidos de los análisis 
transcriptómicos de las cepas mexR* y ΔmexB mostraron una clara desregulación de muchos de 
los genes controlados por QS. En el caso del mutante mexR*, sobre-expresor del sistema MexAB-
OprM, los resultados obtenidos en la presente tesis sugieren que esta cepa presenta defectos 
en la respuesta a QS, lo cual concuerda con lo descrito en la bibliografía [242, 243]. Por otro 
lado, en el mutante de pérdida de función ΔmexB, la expresión de muchos de los genes 
afectados en el mutante sobreproductor pertenecientes a este regulón no está afectada. 
Asimismo, algunos de los genes controlados por QS presentan en el mutante ΔmexB niveles de 
expresión asociados con una mayor activación de dicha respuesta. En base a estos resultados, 
nos propusimos estudiar en profundidad cómo los niveles de expresión de MexAB-OprM 
podrían estar afectando a la acumulación de las moléculas señal en las que se basa el mecanismo 
de respuesta a QS, las cuales son capaces de controlar la expresión de una gran cantidad de 
genes mediante la formación de un complejo inductor-receptor. 
4.4.1. Impacto de la sobre-expresión de MexAB-OprM sobre la expresión de 
genes controlados por QS y la producción de piocianina 
Como hemos mencionado anteriormente, los análisis transcriptómicos realizados 
mediante RNAseq muestran que tanto durante el crecimiento exponencial como durante el 
estacionario de las cepas mexR* y ΔmexB se ve afectada una gran proporción de genes 
relacionados con QS, aunque es durante la fase estacionaria temprana de crecimiento cuando 
este regulón presentó mayores alteraciones.  
 
Figura 4.12. Representación gráfica de los niveles de expresión de algunos de los genes más relevantes 
en la respuesta a QS durante el crecimiento logarítmico de las cepas sobre-expresora (mexR*) y 
defectiva (ΔmexB) del sistema de bombeo múltiple de drogas MexAB-OprM respecto a la cepa silvestre 
(PAO1). El valor de expresión de cada gen viene dado por el LogRatio, que es el Log2 del cociente entre 
el valor de RPKM de la cepa experimental (mexR* y ΔmexB) y el valor de RPKM de la cepa control 
(PAO1). 
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Como se observa en la figura 4.12, la cepa mexR*, en la que el sistema MexAB-OprM 
está sobre-expresado, presentó una disminución de la expresión de algunos de los genes 
importantes para la virulencia de P. aeruginosa principalmente relacionados con el sistema de 
regulación mediado por LasR y RhlR y las moléculas señal 3-o-C12-HSL y C4-HSL 
respectivamente. Entre ellos podemos citar lasB, que codifica una elastasa capaz de degradar la 
matriz tisular, muchos de los genes pertenecientes al SST6-II, rhlI, que codifica la enzima sintasa 
de la molécula señal C4-HSL, o rhlAB, que intervienen en la síntesis de ramnolípidos. Además, 
durante esta misma fase de crecimiento se observó una clara disminución en la expresión del 
operón pqsABCDE-phnAB, responsable de la síntesis de moléculas señal del tipo AQs como PQS 
y HHQ. En consecuencia, muchos de los genes controlados por el sistema de regulación mediado 
por PqsR-PqsE se expresaron a menor nivel en este mutante que en la estirpe silvestre. Entre 
ellos se pueden destacar los genes hcnABC, responsables de la síntesis de ácido cianhídrico, y 
algunos de los genes responsables de la síntesis de piocianina como phzA2 o phzB1. Cabe 
mencionar que la expresión de muchos de estos genes parece ser inversamente proporcional al 
nivel de actividad de la bomba MexAB-OprM, ya que presentan niveles de expresión 
incrementados en la cepa deficiente en dicho sistema RND, ΔmexB. 
Respecto a la fase estacionaria de crecimiento, también se observó una menor 
expresión de muchos de los principales genes relacionados con la respuesta mediada por QS 
para los que se detectaron cambios durante la fase exponencial como lasA, lasB, rhlAB o pqsAB-
pqsDE-phnAB (Figura 4.13). Además, durante la fase estacionaria se detectaron variaciones 
transcripcionales en otros genes regulados por QS. Entre ellos están la gran mayoría de los genes 
implicados en la síntesis de piocianina y otras fenacinas pertenecientes a los operones 
phzABCDEFG1 y phzABCDEFG2, la bomba RND MexGHI-OpmD, cuya expresión es inducida por 
estos compuestos, el gen piv que codifica la proteasa IV, y los genes lecA y lecB, que codifican 
las lectinas PA-IL y PA-IIL. Al igual que pasaba en fase exponencial, muchos de estos genes no 
sufrieron cambios en el mutante defectivo del sistema de bombeo ΔmexB, o se detectaron 
cambios inversos a los observados en el mutante hiperproductor de MexAB-OprM mexR*, 
evidenciando la implicación de este sistema en las variaciones observadas.  
 
Figura 4.13. Representación gráfica de los niveles de expresión de algunos de los genes más relevantes 
en la respuesta a QS durante el crecimiento estacionario de las cepas sobre-expresora (mexR*) y 
defectiva (ΔmexB) del sistema de bombeo múltiple de drogas MexAB-OprM respecto a la cepa silvestre 
(PAO1). 
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Con el fin de analizar un fenotipo de virulencia que valide nuestros resultados y los 
previamente descritos en la bibliografía para mutantes mexR*, analizamos los niveles de 
producción de piocianina tanto de la cepa silvestre PAO1 como de la cepa sobreproductora del 
sistema MexAB-OprM, mexR*, y la cepa ΔmexB que carece de este sistema RND. En 
concordancia con los resultados obtenidos en el análisis de RNAseq, la figura 4.14 muestra que 
la sobre-expresión del sistema MexAB-OprM conlleva un defecto en la producción de piocianina, 
y que la deleción de mexB provoca un ligero incremento en la producción de este compuesto 
respecto a la cepa parental PAO1. Todos estos resultados confirman que la sobre-expresión del 
sistema MexAB-OprM provoca un defecto en la respuesta mediada por QS, quedando por 
resolver las causas que provocan dicho fenotipo. 
 
Figura 4.14. Análisis de la producción de piocianina de las cepas PAO1, mexR* y ΔmexB tras 20 horas de 
cultivo planctónico en medio LB a 37 ºC y con agitación constante. La extracción fue realizada con 
cloroformo y HCl (0,2 N) y la absorbancia se midió en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 
520 nm. 
 
4.4.2. Impacto de la sobre-expresión de MexAB-OprM sobre la producción de 
moléculas de señalización QS producidas por P. aeruginosa 
Puesto que los resultados mostrados hasta ahora evidencian una clara relación entre la 
expresión de MexAB-OprM y la señalización por QS en P. aeruginosa, nos propusimos estudiar 
si los defectos observados eran una consecuencia de una menor producción de las moléculas 
señal que intervienen en este sistema de regulación, o lo que se estaba produciendo era una 
ausencia de respuesta de manera independiente a la cantidad de moléculas autoinductoras 
producidas por las diferentes cepas. Para ello, analizamos mediante HPLC-MS los niveles de 
acumulación de las principales moléculas señal producidas por P. aeruginosa (3-o-C12-HSL, C4-
HSL, HHQ y PQS) en el sobrenadante de cultivos crecidos durante 16 horas (fase estacionaria 
tardía) en medio complejo LB. 
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Figura 4.15. Análisis semicuantitativo de la acumulación de las moléculas de QS del tipo (A) AHLs (3-oxo-
C12-HSL y C4-HSL) y (B) AQs (HHQ y PQS) en el medio de cultivos de PAO1, mexR* y ΔmexB crecidos 
durante 16 horas en medio LB. Los valores obtenidos para cada molécula de QS se normalizaron en 
función de la eficiencia de extracción de cada muestra usando el valor obtenido en los patrones internos 
de las AHLs (C5-HSL-d9) y AQs (PQS-d9) [277]. 
 
En contra de lo publicado por Evans y cols. [242] y por Pearson y cols. [244], los 
resultados mostraron que la sobre-expresión del sistema MexAB-OprM no produce apenas 
cambios en los niveles de acumulación de 3-oxo-C12-HSL en el sobrenadante, aunque sí se 
observó una ligera disminución en la acumulación de dicho compuesto en el mutante que carece 
de este sistema (Figura 4.15-A). Sin embargo, sí se observó que los niveles de acumulación de 
las otras moléculas señal analizadas disminuyeron cuando MexAB-OprM estaba siendo sobre-
expresado, estando afectadas en mayor medida la producción de las 2-alkil-4-quinolonas, PQS y 
HHQ (Figura 4.15). Por tanto, y a pesar de que está descrito en la bibliografía que MexAB-OprM 
es capaz de expulsar 3-oxo-C12-HSL [242, 244], nuestros resultados indican que la sobre-
expresión de MexAB-OprM no parece tener apenas impacto en la acumulación de dicha 
molécula en el medio extracelular. Por el contrario, sí se observó un gran defecto en la 
acumulación de PQS y HHQ (Figura 4.15-B), lo que sugieren que quizás sea ésta, y no la putativa 
expulsión de 3-oxo-C12-HSL, la principal causa de los defectos observados en la respuesta 
mediada por QS en el mutante mexR*. Para investigar esta posibilidad, decidimos analizar en 
profundidad los niveles de acumulación de cada una de las moléculas señal tanto en el 
sobrenadante como en el extracto celular de los distintos mutantes de P. aeruginosa crecidos 
en medio complejo LB. 
4.4.2.1. Impacto de MexAB-OprM sobre la producción de moléculas autoinductoras 
del tipo de las AHLs 
Con el objetivo de corroborar los resultados de HPLC-MS y de determinar cómo los 
niveles de expresión de MexAB-OprM afectan a la acumulación de las moléculas de QS del tipo 
de las AHLs producidas por P. aeruginosa, analizamos en profundidad la producción tanto de 3-
oxo-C12-HSL (Figura 4.16) como de C4-HSL (Figura 4.17) en el mutante mexR*, sobreproductor 
de MexAB-OprM, y en el defectivo en la bomba, ΔmexB, y comparamos los resultados obtenidos 
con los correspondientes de la cepa silvestre. Para ello medimos la producción de las distintas 
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moléculas por TLC (Figura 4.16-A y B) y por luminiscencia en tiempo real de cultivos en medio 
líquido tal y como se describe en Materiales y Métodos [258, 259].  
 
Figura 4.16. Análisis de la acumulación de 3-oxo-C12-HSL tanto en el medio de cultivo como en el 
interior celular de las cepas PAO1, mexR* y ΔmexB crecidas en medio LB. (A) Cromatografía en capa fina 
(TLC) de los extractos celulares y del sobrenadante de cultivos crecidos hasta una OD600 = 1,7, en el que 
la presencia de la molécula 3-oxo-C12-HSL es analizada en base a la emisión de luz de la correspondiente 
cepa biosensora (LasR Bioreporter). (B) Determinación del Ratio SN/EC de 3-oxo-C12-HSL mediante el 
análisis por densitometría de los puntos de luz obtenidos en el ensayo de TLC correspondientes a los 
extractos celulares y de sobrenadantes. (C) Análisis de la cinética de acumulación de 3-oxo-C12-HSL 
tanto en el sobrenadante como en el (D) interior celular de cada una de las cepas tras 4, 5, 6 y 7 horas 
de incubación. 
 
Respecto a 3-oxo-C12-HSL, los resultados obtenidos mediante luminiscencia en tiempo 
real (Figura 4.16-C y D) mostraron que, hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento, los 
niveles de acumulación de dicha molécula en el medio extracelular de la cepa mexR* fueron algo 
inferiores a los de la cepa silvestre pero similares a los de la cepa delecionada en el gen mexB 
(Figura 4.16-C). No obstante, llegaron a detectarse concentraciones ligeramente superiores en 
el mutante mexR* respecto a PAO1 y ΔmexB una vez la densidad celular superó una OD600 de 
2,5 (Figura 4.16), lo que confirma los resultados obtenidos mediante HPLC. Si MexAB-OprM 
expulsase 3-oxo-C12-HSL tal y como está descrito [242, 244], independientemente de los niveles 
de acumulación de dicha molécula en el medio extracelular, la concentración intracelular tendría 
que ser inferior a la de la cepa silvestre y ésta, a su vez, inferior a la de la cepa defectiva en dicho 
sistema RND. Sin embargo, en contra de lo previsible, nuestros datos indican que los niveles de 
acumulación intracelular de 3-oxo-C12-HSL (Figura 4.16-A y D), no solo no eran menores en la 
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cepa mexR*, sino que llegaban a ser incluso superiores a los detectados en la cepa silvestre y en 
ΔmexB. Para comparar más precisamente los niveles de 3-oxo-C12-HSL presentes tanto en el 
medio extracelular como intracelularmente, se midieron por densitometría las señales emitidas 
por el biosensor en los TLC correspondientes a cada una de las muestras (Figura 4.16-A) y se 
estableció la relación espacio extracelular/interior celular (Figura 4.16-B). Los resultados 
confirmaron de nuevo que la sobre-expresión de MexAB-OprM no conlleva una mayor 
acumulación de 3-oxo-C12-HSL en el espacio extracelular respecto al interior celular (Figura 
4.16-B). Por tanto, a pesar de lo indicado en la bibliografía, los defectos en QS observados en la 
cepa mexR* no pueden asociarse a la expulsión de 3-oxo-C12-HSL a través de dicho sistema RND. 
 
Figura 4.17. Análisis de la acumulación de C4-HSL tanto en el medio de cultivo como en el interior 
celular de las cepas PAO1, mexR* y ΔmexB crecidas en medio LB. (A) Cromatografía en capa fina (TLC) de 
los extractos del sobrenadante de cultivos crecidos hasta una OD600 = 1,7, en el que la presencia de C4-
HSL es revelada por la emisión de luz de la correspondiente cepa biosensora (RhlR Bioreporter). (B) 
Análisis de la cinética de acumulación de C4-HSL en el sobrenadante de cada una de las cepas tras 4, 5, 6 
y 7 horas de incubación. (C) Análisis de la cinética de activación del promotor a partir del cual se 
expresan los genes codificantes de la enzima responsable de la síntesis de C4-HSL (rhlI) y del regulador 
que responde ante dicha señal (rhlR). 
 
Respecto a la producción de C4-HSL, los resultados obtenidos tanto en TLCs (Figura 4.17-
A) como mediante luminiscencia en tiempo real (Figuras 4.17-B y C) muestran que la 
acumulación de C4-HSL en el medio extracelular es significativamente menor en la cepa mexR* 
que en la cepa silvestre PAO1 y en la cepa delecionada en el gen mexB a lo largo de todo el ciclo 
de crecimiento (Figuras 4.17-A y B). En cuanto a la acumulación en el interior celular, hay que 
mencionar que, puesto que esta molécula difunde libremente por la membrana, los pasos de 
lavado celular podrían distorsionar los resultados. Por tal motivo, la producción de C4-HSL en el 
interior celular se midió de forma indirecta mediante la integración en el cromosoma de las 
distintas cepas de la construcción PrhlI::luxCDABE que mide la actividad, dependiente de C4-
HSL, del promotor de rhlI. El análisis de la expresión de dicha construcción a lo largo del ciclo 
celular confirmó que los niveles de acumulación de C4-HSL en el interior celular también son 
significativamente más bajos en el mutante mexR* que en la cepa silvestre y en ΔmexB (Figura 
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4.17-C). Estos resultados confirman que la sobre-expresión del sistema MexAB-OprM provoca 
un defecto en la producción de C4-HSL que tiene como consecuencia la desregulación de la 
expresión de los genes controlados por el regulador transcripcional RhlR.  
4.4.2.2. Impacto de MexAB-OprM sobre la producción de las moléculas 
autoinductoras del tipo AQs 
Puesto que los resultados de HPLC mostraron una importante disminución de la 
acumulación de PQS y HHQ en el sobrenadante de la cepa mexR*, quisimos determinar si esto 
podía ser debido a una menor producción de dichas moléculas o a una simple disminución en la 
expulsión de dichas moléculas al medio. Para ello utilizamos las mismas técnicas descritas en el 
apartado anterior.  
 
Figura 4.18. Análisis de la acumulación de AQs tanto en el medio de cultivo (A y B) como en el interior 
celular (C y D) de las cepas PAO1, mexR* y ΔmexB crecidas en medio LB. Por un lado se analizó la 
cinética de acumulación de AQs a las 4, 5, 6 y 7 horas de incubación, tanto en el sobrenadante (A) como 
en el extracto asociado a células (C) de cada una de las cepas. Por otro lado se analizó mediante TLC la 
acumulación tanto en el sobrenadante como en el interior celular de PQS y HHQ en las cepas PAO1 y 
mexR* crecidas hasta una OD600 = 2,5. 
 
En congruencia con los datos obtenidos mediante HPLC, los resultados obtenidos 
mediante TLC (Figuras 4.18-B y D) mostraron que la sobre-expresión de MexAB-OprM, además 
de disminuir la concentración intracelular de PQS y HHQ, lleva a una menor acumulación de PQS 
y HHQ en el sobrenadante de los cultivos del mutante mexR*. Por otro lado, también se analizó 
la acumulación de moléculas del tipo AQs, en el medio de cultivo y en el interior celular a medida 
que la población va creciendo hasta alcanzar la fase estacionaria (Figuras 4.18-A y C). Como se 
observa en la figura 4.18, la cepa mexR* presentó una menor acumulación de AQs respecto a la 
cepa silvestre tanto en el exterior (Figura 4.18-A) como en el interior celular (Figura 4.18-C) a lo 
largo de todo el ciclo de crecimiento. Sin embargo, la cepa ΔmexB no presentó grandes 
variaciones en la acumulación de dichas moléculas, aunque hemos observado una acumulación 
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ligeramente mayor en el interior celular durante la fase exponencial de crecimiento (Figura 4.18-
C). 
Estos resultados confirman que la sobre-expresión del sistema MexAB-OprM tiene un 
fuerte impacto en la producción de AQs a nivel celular. Dicha sobre-expresión provoca en primer 
lugar una menor acumulación de estas moléculas tanto en el medio extracelular como en el 
interior celular a lo largo de todo el ciclo de crecimiento, y en última instancia, la desregulación 
de la respuesta a QS mediada por los reguladores PqsR y PqsE. 
4.4.3. Efecto de antranilato sobre la producción de AQs en el mutante mexR* 
Nuestros resultados muestran, por un lado, que la sobre-expresión del sistema MexAB-
OprM conlleva una mayor disminución de la producción de PQS y HHQ que de las otras 
moléculas señal, C4-HSL y 3-oxo-C12-HSL, y por otro, que las diferencias observadas en la 
acumulación de 3-oxo-C12-HSL entre las cepas PAO1, mexR* y ΔmexB no justifican los defectos 
de QS asociados a la sobre-expresión de MexAB-OprM. En base a dichos resultados, nos 
propusimos estudiar si la expulsión de alguno de los precursores de AQs a través de MexAB-
OprM podría ser la causa de los defectos observados en QS. 
Para ello, en primer lugar procedimos a analizar mediante HPLC la acumulación de 
kinurenina y antranilato, ambos precursores de PQS y HHQ, en el sobrenadante de cultivos de 
las cepas PAO1 y mexR* crecidos en medio mínimo conteniendo succinato, para permitir un 
óptimo crecimiento de las cepas, y triptófano, con el fin de potenciar la vía de síntesis de 
antranilato a partir de dicho aminoácido, tal y como ocurre en medios de cultivo complejos [187, 
188], como únicas fuentes de carbono. Los resultados de HPLC mostraron que los niveles de 
kinurenina en ambas cepas fue muy similar (datos no mostrados), mientras que los niveles de 
antranilato presentes en el sobrenadante fueron significativamente menores en la cepa que 
sobreproduce el sistema MexAB-OprM (Figuras 4.19-A, B y C). Estos resultados podrían significar 
que, o bien se está acumulando antranilato en el interior celular del mutante mexR* y por esto 
se encuentra en menor concentración en el medio extracelular, o bien dicha cepa presenta 
defectos en la producción del propio antranilato, lo que tendría como consecuencia una 
disminución en la producción de las AQs.  
Con el objetivo de determinar si la disponibilidad de este precursor es un factor limitante 
en la síntesis de PQS y HHQ, analizamos mediante TLC la producción de ambas moléculas tanto 
en la cepa silvestre PAO1 crecida en medio LB, como en el mutante mexR* crecido en medio LB 
suplementado con 1mM de antranilato, ambos crecidos hasta fase estacionaria temprana (OD600 
= 2,5). Los resultados obtenidos mostraron que la presencia de antranilato en el medio no fue 
suficiente para que mexR* recuperara los niveles de PQS y HHQ propios de la cepa silvestre 
(Figura 4.19-D). Por tanto, descartamos la hipótesis de que la causa de la menor producción de 
PQS y HHQ por parte del mutante mexR* sea un defecto en la síntesis de antranilato. 
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Figura 4.19. (A) Cromatografía líquida y (B) espectrometría de masas de sobrenadantes de cultivos de 
las cepas PAO1 y mexR* crecidas durante 24 horas en medio mínimo M63 con succinato (10 mM) y 
triptófano (10 mM) como únicas fuentes de carbono para determinar (C) la cantidad de ácido antranílico 
acumulado. (D) Análisis mediante TLC de la acumulación de PQS y HHQ en el medio y en el interior 
celular de la cepa PAO1 crecida en LB y de la cepa mexR* crecida en LB suplementado con antranilato 1 
mM (OD600 = 2,5). 
 
4.4.4. Efecto del ácido octanoico sobre la producción de piocianina y de 
moléculas de señalización por QS en mutantes sobreproductores y 
defectivos de MexAB-OprM 
Dado que la suplementación del medio con antranilato, uno de los precursores 
inmediatos de la síntesis de AQs, no es capaz de restaurar los niveles de producción de PQS y 
HHQ en la cepa mexR*, decidimos analizar la posibilidad de que un defecto en la síntesis del otro 
precursor fundamental de estas moléculas, el ácido octanoico, pueda ser la causa de la 
disminución de la producción de las AQs. Para ello, determinamos a lo largo del ciclo de 
crecimiento la cinética de acumulación de dichas moléculas, tanto en el medio extracelular, 
como en el interior celular de las cepas PAO1, mexR* y ΔmexB crecidas en medio complejo LB 
suplementado con 5mM de ácido octanoico. En este caso también se suplementó con octanoato 
el medio de cultivo de la cepa silvestre porque se ha descrito que la síntesis de AQs y la 
producción de piocianina se inducen en presencia de dicho compuesto [182], y por tanto la 
simple comparación de los mutantes crecidos en presencia de octanoato con la cepa silvestre 
crecida en ausencia del mismo podrían generar resultados que induzcan a error. 
Los resultados mostraron que, a tiempos cortos (4 y 5 horas), la adición de octanoato al 
medio de cultivo no fue suficiente para que la cepa mexR*recuperara por completo los niveles 
de AQs (Figuras 4.20-A y B). Sin embargo, a tiempos largos de cultivo (6 y 7 horas), se observó 
que la acumulación de AQs en el extracto celular de la cepa mexR* alcanzó los niveles propios 
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de la cepa silvestre y de la cepa ΔmexB (Figura 4.20-B), siendo esta acumulación incluso 
ligeramente superior en el medio extracelular (Figura 4.20-A). Estos resultados sugieren que la 
menor producción de AQs observada en el mutante sobreproductor de MexAB-OprM pueden 
tener su origen en un defecto en la síntesis de octanoato, ya que la disponibilidad de dicho 
precursor en el medio de cultivo permitió a la cepa mexR* recuperar los niveles de AQs propios 
de la cepa silvestre. 
 
Figura 4.20. Análisis de la cinética de acumulación de AQs en el sobrenadante (A) y en el interior celular 
(B) de las cepas PAO1, mexR* y ΔmexB crecidas en medio LB suplementado con octanoato 5mM. (C) 
Comparación de la cantidad de AQs acumulada en el sobrenadante respecto al extracto celular tras 7 
horas de cultivo de cada una de las cepas. 
 
Por otro lado, quisimos analizar si esta recuperación parcial de la producción de AQs en 
el mutante mexR* va asociada a la recuperación de los niveles de las otras moléculas señal que 
participan en el sistema de regulación mediado por QS, en particular 3-oxo-C12-HSL (Figuras 
4.21-A, B y C) y C4-HSL (Figuras 4.21-D y E). En el caso de 3-oxo-C12-HSL, se observó que los 
niveles de acumulación tanto en el sobrenadante del cultivo (Figura 4.21-A) como en el interior 
celular (Figura 4.21-B) del mutante sobreproductor de MexAB-OprM fueron similares a los de la 
cepa silvestre, mientras que el mutante ΔmexB presentó una disminución significativa de la 
acumulación de esta molécula (incluso mayor que la que presentó en medio LB en ausencia de 
octanoato) en comparación con las otras dos cepas. Respecto a la acumulación de C4-HSL los 
resultados fueron similares a los obtenidos para las AQs, ya que durante las primeras horas de 
cultivo la acumulación de C4-HSL tanto en el exterior (Figura 4.21-D) como en el interior celular 
(Figura 4.21-E) de la cepa mexR* fueron inferiores a los de la cepa silvestre, mientras que a 
tiempos largos, una vez entrado el cultivo en fase estacionaria, los niveles de acumulación de 
dicha molécula en el sobrenadante llegaron a alcanzar los niveles propios de la cepa silvestre. 
Del mismo modo, la presencia de octanoato en el medio provocó que la cepa ΔmexB presentara 
niveles de acumulación intracelular de C4-HSL mayores que los de la cepa silvestre, al igual que 
pasaba con las AQs.  
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Figura 4.21. Análisis de la cinética de acumulación de AHLs en el sobrenadante (A y D) y en el interior 
celular (B y E) de las cepas PAO1, mexR* y ΔmexB crecidas en medio LB suplementado con octanoato 
5mM. (C) Comparación de la cantidad de 3-oxo-C12-HSL acumulada en el sobrenadante respecto al 
extracto celular tras 7 horas de cultivo de cada una de las cepas. (F) Comparación de la cantidad de 
piocianina producida por cada una de las cepas crecidas durante 20 horas tanto en medio LB como en 
medio LB suplementado con octanoato 5 mM. 
 
Por último, medimos los efectos de la suplementación del medio con octanoato sobre 
fenotipos controlados por QS, con el fin de determinar si esta recuperación parcial de la 
producción de moléculas de QS observada en la cepa mexR* tiene consecuencias funcionales y 
es capaz de restaurar la respuesta mediada por QS. Para ello, medimos la producción de 
piocianina, uno de los principales factores de virulencia controlados por este sistema y 
comúnmente usado como marcador de la respuesta QS. Los resultados mostraron que la 
presencia de octanoato en el medio aumentó considerablemente la producción de piocianina 
en la cepa mexR*, llegando incluso a alcanzar los niveles propios de la cepa silvestre en ausencia 
de octanoato (Figura 4.21-F). Sin embargo, al compararlo con la cepa silvestre creciendo en 
presencia de octanoato se observó que la recuperación no fue total. En ausencia de octanoato 
la cepa mexR* produce menos del 15% de la piocianina producida por la cepa silvestre, mientras 
que en presencia de octanoato esta producción aumentaba hasta el 50% del total producido por 
PAO1. Una posible causa de que la recuperación del fenotipo sea solo parcial podría ser el 
retraso detectado en la producción de moléculas de QS en la cepa mexR* en presencia de 
octanoato.  
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Estos resultados muestran que los defectos observados en QS asociados a la sobre-
expresión de MexAB-OprM podrían estar causados, al menos parcialmente, por una 
disminución en la producción de octanoato que tiene como consecuencia una menor 
producción de AQs, derivando en una desregulación de la red de regulación mediada por estas 
moléculas entre las que se encuentra la producción de C4-HSL y 3-oxo-C12-HSL. Además, se 
demuestra que, independientemente de que MexAB-OprM pueda o no expulsar 3-oxo-C12-
HSL, dicha putativa expulsión no sería la causante de los defectos observados en QS. 
4.5. Análisis de la interconexión existente entre la sobre-expresión del 
sistema MexCD-OprJ y la respuesta mediada por QS en P. 
aeruginosa 
Como hemos mencionado en apartados anteriores, el análisis transcriptómico de los 
mutantes nfxB* y nfxB*ΔmexD muestra una relación inversa entre los niveles de expresión del 
sistema RND MexCD-OprJ y los de un gran número de genes controlados por el sistema de 
regulación mediado por QS. Esto concuerda con datos publicados en la bibliografía que 
muestran que las cepas sobre-productoras de MexCD-OprJ presentan una disminución en la 
expresión de distintos factores de virulencia. Entre ellos se encuentran elementos regulados por 
QS, como la producción de piocianina, pioverdina, proteasas, ramnolípidos, además de distintos 
tipos de motilidad [245], así como elementos que no están primariamente regulados por QS, 
como el SST3 [247] o la sensibilidad a la muerte mediada por el sistema de complemento del 
hospedador [248]. Sin embargo, los mecanismos moleculares por los cuales se produce esta 
desregulación de la respuesta a QS en mutantes nfxB* no han sido aclarados hasta el momento. 
Es por esto que en este trabajo nos propusimos estudiar en profundidad los mecanismos 
moleculares por los que la sobre-expresión de MexCD-OprJ provoca una disminución de la 
respuesta a QS. 
4.5.1. Impacto de la sobre-expresión de MexCD-OprJ sobre la producción de 
factores de virulencia controlados por QS 
Con el objetivo de cuantificar el efecto de la sobre-expresión de MexCD-OprJ en la 
producción de varios de los factores de virulencia controlados por QS, analizamos la producción 
de piocianina, elastasa, proteasa IV, ramnolípidos y la motilidad por swarming tanto en la cepa 
silvestre PAO1 como en el mutante sobreproductor de MexCD-OprJ nfxB* y en la cepa defectiva 
en esta bomba, nfxB*ΔmexD. 
Como se muestra en la figura 4.22, el mutante nfxB* está afectado en todos los 
fenotipos controlados por QS que han sido analizados. Estos resultados son consistentes con los 
datos publicados en la bibliografía [109, 243, 245]. Además, la deleción de mexD, que provoca 
la pérdida de funcionalidad del sistema MexCD-OprJ en el mutante nfxB*, fue suficiente para 
restaurar los niveles de producción de cada uno de los fenotipos analizados hasta alcanzar los 
de la cepa silvestre. Estos datos indican que la causa de la desregulación de este mecanismo de 
respuesta poblacional está asociada a la actividad de la bomba más que a una pérdida de función 
de la proteína reguladora NfxB. Cabe destacar que entre los fenotipos analizados, la producción 
de piocianina fue la que se vio afectada en mayor medida, llegando a tener unos niveles 
prácticamente nulos respecto a las otras dos cepas. 
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Figura 4.22. La sobre-expresión del sistema MexCD-OprJ conlleva la diminución de la producción de 
algunos de los actores de virulencia controlados por QS. La producción de elastasa (A), proteasa IV (B), 
piocianina (C) y ramnolípidos (D) se analizó en sobrenadantes de cultivos de las cepas PAO1, nfxB* y 
nfxB*ΔmexD crecidos en LB durante 20 horas. Para los ensayos de motilidad por swarming (E) se utilizó 
un medio que favorece dicho tipo de motilidad y se incubaron las cepas a 37 ºC durante 16 horas. 
 
4.5.2. Impacto de la sobre-expresión de MexCD-OprJ sobre la expresión de 
genes controlados por QS 
Como hemos mencionado en el apartado referente al análisis de los transcriptomas de 
nfxB* y nfxB*ΔmexD, una gran proporción de los genes que variaron su expresión en ambos 
mutantes, tanto en la fase exponencial como estacionaria de crecimiento, pertenecen al sistema 
de regulación mediado por QS. En este apartado analizamos más en detalle la expresión de 
algunos de los genes considerados como marcadores de la respuesta a QS porque contribuyen 
a la síntesis de las moléculas señal, porque son reguladores del sistema o porque son dianas 
ampliamente reconocidas de este sistema de señalización. 
Durante la fase exponencial de crecimiento es cuando varía la expresión un mayor 
número de genes relacionados con el QS en la cepa sobre-productora del sistema MexCD-OprJ, 
destacando entre ellos la caída en la expresión del operón responsable de la síntesis de las AQs, 
pqsABCDE-phnAB (Figura 4.23). Además, se observa claramente que esta disminución en la 
expresión está directamente relacionada con la actividad de la bomba, ya que cuando mexD es 
delecionado, el efecto fue el contrario, aumentando considerablemente el nivel de transcritos 
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pertenecientes a este operón. En concordancia con estos resultados, se observan también 
cambios en la expresión de muchos de los genes controlados por el sistema de regulación PqsR-
PqsE, como por ejemplo rhlAB, rhlC, lasA y lasB, hcnABC, pqsH y pqsL, piv, aprXDE o plcB, ya sea 
por regulación directa o indirecta a través de los sistemas LasR y RhlR. 
 
 
Figura 4.23. Niveles de expresión de algunos de los genes más relevantes en la respuesta a QS durante 
el crecimiento logarítmico de las cepas sobre-expresora (nfxB*) y defectiva (nfxB*ΔmexD) del sistema de 
bombeo MexCD-OprJ respecto a la cepa silvestre (PAO1). El valor de expresión de cada gen viene dado 
por el Log2 del cociente entre el valor de RPKM de la cepa experimental (nfxB* y nfxB*ΔmexD) y el valor 
de RPKM de la cepa control (PAO1). 
 
Respecto a la fase estacionaria de crecimiento, también se observó una diminución de 
la expresión de un gran número de genes relacionados con el QS, muchos de los cuáles también 
presentaban una menor expresión durante la fase exponencial. Este es el caso del operón de 
síntesis de AQs, pqsABCDE-phnAB, aunque durante la fase estacionaria de crecimiento las 
diferencias respecto a la cepa silvestre entre el mutante y la estirpe silvestre son menores 
(Figura 4.24). Sin embargo, algunos de los genes relacionados con la producción de factores de 
virulencia presentaron mayores diferencias en fase estacionaria respecto a la cepa silvestre que 
en fase exponencial. Este es el caso por ejemplo de muchos de los genes de síntesis de piocianina 
y otras fenacinas como phzABCDEFG1 y phzS, los genes codificantes de las lectinas PA-IL y PA-
IIL, los genes codificantes de proteasas lasB y piv, además del sistema de bombeo RND MexGHI-
OpmD. Además, la expresión de la mayoría de los genes relacionados con el QS también 
recuperó los niveles propios de la cepa silvestre cuando se delecionó el gen mexD haciendo 
defectiva la bomba MexCD-OprJ, por lo que de nuevo se confirma que la actividad de la bomba 
es la causante de las desregulaciones observadas en este sistema de señalización dependiente 
de densidad poblacional. 
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Figura 4.24. Niveles de expresión de algunos de los genes más relevantes en la respuesta a QS durante 
el crecimiento estacionario de las cepas sobre-expresora (nfxB*) y defectiva (nfxB*ΔmexD) del sistema 
de bombeo múltiple de drogas MexCD-OprJ respecto a la cepa silvestre (PAO1). 
 
4.5.3. Impacto de la sobre-expresión de MexCD-OprJ sobre la producción de 
moléculas de QS producidas por P. aeruginosa 
En base a las evidencias obtenidas y con el objetivo de determinar si los defectos 
observados en QS asociados a la sobre-expresión del sistema de bombeo RND, MexCD-OprJ, 
estaban originados por una alteración en la producción de las diferentes moléculas 
autoinductoras producidas por P. aeruginosa, tal y como ocurre cuando MexAB-OprM se sobre-
expresa, cuantificamos la acumulación de estas moléculas tanto en el sobrenadante como en el 
extracto celular de cultivos de las cepas PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexD.  
 
Figura 4.25. Análisis semicuantitativo de la acumulación de las moléculas de QS del tipo (A) AHLs (3-oxo-
C12-HSL y C4-HSL) y (B) AQs (HHQ y PQS) en el medio de cultivos de PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexD crecidos 
durante 16 horas en medio LB. Los valores obtenidos para cada molécula de QS se normalizaron en 
función de la eficiencia de extracción de cada muestra usando el valor obtenido en los patrones internos 
de las AHLs (C5-HSL-d9) y AQs (PQS-d9) [277]. 
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En primer lugar, analizamos mediante HPLC-MS la cantidad de las moléculas de QS, 3-
oxo-C12-HSL, C4-HSL, HHQ y PQS, presentes en los extractos procedentes de los sobrenadantes 
de cultivos de las cepas PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexD crecidas en medio complejo LB durante 16 
horas hasta llegar a fase estacionaria tardía. Como se muestra en la figura 4.25, la sobre-
expresión de MexCD-OprJ provocó una menor acumulación en el sobrenadante tanto de C4-HSL 
(Figura 4.25-A) como de PQS y HHQ (Figura 4.25-B) respecto a la cepa silvestre, siendo mucho 
más evidente la disminución observada en las moléculas de señalización del tipo AQs. Además, 
se observa que la deleción de mexD fue suficiente para restaurar los niveles de acumulación de 
estas moléculas autoinductoras propios de la cepa silvestre PAO1, lo que evidencia la 
implicación de la actividad de la bomba MexCD-OprJ en el fenotipo observado. Por otro lado, 
aunque pareció observarse un ligero aumento en la acumulación de 3-oxo-C12-HSL en el 
sobrenadante del mutante nfxB*, una situación semejante a la observada en el mutante mexR*, 
y una ligera disminución de la acumulación de esta molécula señal en el mutante deficiente en 
MexCD-OprJ, tal y como ocurría en el mutante ΔmexB, no está claro que estas diferencias sean 
significativas (Figura 4.25-A).  
Estos resultados, similares entre los mutantes sobre-expresores mexR* y nfxB*, 
justifican muchas de las similitudes observadas entre sus perfiles transcripcionales y de 
virulencia. Sin embargo, hay que destacar una diferencia entre el mutante nfxB* y mexR*, y es 
que mientras en éste último disminuyeron de igual manera ambas AQs manteniendo la relación 
PQS/HHQ observado en las cepas silvestre y deficiente en el sistema RND, la cepa que sobre-
expresa MexCD-OprJ no mantuvo esa misma relación PQS/HHQ, ya que se observó una mayor 
disminución de la acumulación en el sobrenadante de PQS respecto a HHQ, presentando además 
ambas moléculas señal niveles inferiores a los detectados en el mutante mexR*. 
4.5.3.1. Impacto de MexCD-OprJ sobre la producción de las moléculas 
autoinductoras de la familia de las AQs 
Con objeto de estudiar las posibles causas de la acumulación diferencial de las moléculas 
QS en el medio de cultivo del mutante nfxB * observada mediante HPLC-MS, procedimos a 
analizar la cantidad de PQS y HHQ acumulada tanto en los extractos celulares como en 
sobrenadantes de cultivos de las cepas PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexD crecidas en medio complejo 
LB. Para ello, al igual que hicimos con los mutantes mexR* y ΔmexB, utilizamos las técnicas de 
TLC (análisis puntual de un momento concreto del ciclo) y de análisis de luminiscencia en tiempo 
real (análisis de la cinética de acumulación a lo largo del ciclo), tal y como se describe en el 
apartado de materiales y métodos. 
Como se observa en la figura 4.26-A, que muestra el análisis mediante TLC de los niveles 
de PQS y HHQ presentes tanto en el sobrenadante como en el extracto celular de cultivos de las 
cepas PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexD crecidos hasta fase estacionaria temprana (OD600 = 2,5), el 
mutante que sobre-expresa MexCD-OprJ presentó una menor acumulación en ambos extractos, 
tanto respecto de la cepa silvestre, como de la cepa defectiva en esta misma bomba RND. 
Además, los análisis de la cinética de acumulación de AQs a lo largo del ciclo también 
evidenciaron una drástica disminución de este tipo de moléculas señal tanto en el extracto 
celular como en el medio extracelular (Figuras 4.26-C y D). Dicha disminución puede asociarse a 
 96 
 
Resultados 
la sobre-expresión del sistema MexCD-OprJ, ya que al delecionar este sistema de bombeo RND 
se recuperaron los niveles propios de la cepa silvestre.  
 
Figura 4.26. Análisis de la acumulación de PQS y HHQ tanto en el medio de cultivo como en el interior 
celular de las cepas PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexD crecidas en medio LB. (A) Cromatografía en capa fina 
(TLC) de los extractos celulares y los sobrenadantes de cada cultivo celular. (B) Determinación del Ratio 
SN/EC de HHQ mediante el análisis por densitometría de los puntos de luz obtenidos en el ensayo de 
TLC correspondientes a los extractos celulares y los sobrenadantes. (C) Análisis de la cinética de 
acumulación de 3-oxo-C12-HSL tanto en el sobrenadante como en (D) el interior celular de cada una de 
las cepas tras 4, 5, 6 y 7 horas de incubación. 
 
Durante la realización de los experimentos de TLCs, nos llamó la atención que el mutante 
que sobre-expresa MexCD-OprJ siempre mostraba una mayor cantidad de HHQ en el medio 
extracelular que en los extractos celulares, sin que esto se correlacionara con una mayor 
cantidad de PQS en el sobrenadante respecto al extracto celular (Figura 4.26-A). Además, la 
deleción del gen mexD tiene el efecto contrario, aumentando las concentraciones de PQS y HHQ 
en el interior celular respecto al sobrenadante. Para confirmar esta observación, medimos por 
densitometría la intensidad de la señal bioluminiscente obtenida en los TLCs correspondiente a 
HHQ, tanto de los sobrenadantes como de los extractos celulares de cada una de las cepas, y 
obtuvimos en cada caso el cociente entre la cantidad de HHQ presente en el sobrenadante 
respecto al del extracto celular, obteniendo un valor que denominamos “ratio HHQ”. Al 
comparar los ratios obtenidos entre las cepas PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexD confirmamos que la 
sobre-expresión de MexCD-OprJ estaba relacionada con un mayor ratio HHQ, al mismo tiempo 
que el mutante nfxB*ΔmexD presentó un ratio HHQ inferior al obtenido para la cepa silvestre 
(Figura 4.26-B), lo que implica que la proporción de HHQ presente en el sobrenadante respecto 
al presente en el extracto celular varía en función de los niveles de actividad de este sistema 
RND. Estos resultados sugieren fuertemente que MexCD-OprJ podría estar expulsando 
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activamente HHQ, al igual que ocurre con el sistema MexEF-OprN, afectando en última instancia 
a la producción de PQS y a la respuesta de QS 
Estos resultados concuerdan con los datos previamente obtenidos por HPLC, no sólo 
porque confirmaron que el mutante nfxB* presenta una disminución en la acumulación de PQS 
y HHQ, sino porque también reflejan que la sobre-expresión de MexCD-OprJ parece afectar más 
a la acumulación de AQs que la sobre-expresión de MexAB-OprM (Figura 4.18). Además, altera 
la relación PQS/HHQ tanto en el extracto celular como en el sobrenadante, lo que a su vez 
concuerda con los datos obtenidos en el transcriptoma de cada una de las cepas en los que se 
observa que la sobre-expresión de MexCD-OprJ tiene un mayor impacto sobre la red de 
regulación controlada por PqsR-PqsE.  
4.5.3.2. Impacto de MexCD-OprJ sobre la producción de las moléculas 
autoinductoras de la familia de las AHLs 
La conexión existente entre los sistemas de regulación Las, Rhl y Pqs ha sido 
ampliamente demostrada [216, 218, 219, 294] y, aunque existen muchas lagunas acerca de 
cómo se producen y cómo pueden variar estas regulaciones cruzadas [208, 210, 215, 217], es 
evidente que una producción alterada de alguna de las moléculas de QS puede tener un impacto 
colateral sobre la producción del resto de moléculas autoinductoras. Con el objetivo de 
comprobar si las variaciones en la producción de PQS y HHQ anteriormente descritas en la cepa 
nfxB* podrían estar afectando a la producción de las otras moléculas de QS, analizamos los 
niveles de acumulación de 3-oxo-C12-HSL y C4-HSL tanto en el sobrenadante como en los 
extractos celulares de cultivos de las cepas PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexD.  
 
Figura 4.27. Análisis de la acumulación de 3-oxo-C12-HSL y C4-HSL tanto en el exterior como en el 
interior celular de las cepas PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexD crecidas en medio LB. (A) TLC de los extractos 
celulares y del sobrenadante para la detección de 3-oxo-C12-HSL de cultivos crecidos hasta una OD600 = 
1,7. (B y C) Análisis de la cinética de acumulación de 3-oxo-C12-HSL tanto en el sobrenadante (B) como 
en el interior celular (C) de cada una de las cepas tras 4, 5, 6 y 7 horas de incubación. (D) TLC de los 
extractos del sobrenadante para la detección de C4-HSL de cultivos crecidos hasta una OD600 = 1,7. (E y 
F) Análisis de la cinética de acumulación de C4-HSL tanto en el sobrenadante (E) como en el interior 
celular (F) de cada una de las cepas tras 4, 5, 6 y 7 horas de incubación. 
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Los análisis por TLC en fase tardía de crecimiento exponencial mostraron que la sobre-
expresión del sistema MexCD-OprJ parece tener un efecto similar a la sobre-expresión de 
MexAB-OprM, ya que se observa una mayor acumulación de 3-oxo-C12-HSL tanto en el 
sobrenadante como en el extracto celular de los cultivos de nfxB* (Figura 4.27-A), al mismo 
tiempo que la acumulación de C4-HSL en el sobrenadante disminuyó con la sobre-expresión de 
MexCD-OprJ al igual que lo hacía el mutante mexR* (Figura 4.27-D). Además, estos resultados 
podían asociarse a la actividad de la bomba en sí, puesto que la deleción del gen mexD en el 
mutante sobre-expresor nfxB* fue suficiente para restaurar los niveles de cada una de las AHLs 
propias de la cepa silvestre, lo cual concuerda con los resultados obtenidos mediante HPLC-MS.  
Respecto a los análisis de producción en tiempo real, los resultados mostraron, que las 
diferencias observadas en la acumulación de 3-oxo-C12-HSL, tanto en el sobrenadante como en 
el extracto celular, entre la cepa sobreproductora de MexCD-OprJ y las cepas PAO1 y 
nfxB*ΔmexD aumentaban a medida que se alcanzaban mayores densidades celulares (Figuras 
4.27-B y C). Además, observamos que, al igual que pasaba con la sobre-expresión de MexAB-
OprM, el mutante nfxB* acumuló una mayor cantidad de esta molécula señal en el extracto 
celular en comparación con el sobrenadante del cultivo (Figuras 4.27-A, B y C). Respecto a los 
resultados obtenidos de C4-HSL, la sobre-expresión de MexCD-OprJ parece estar correlacionada 
con la disminución de la acumulación de esta molécula en el sobrenadante (Figuras 4.27-D y E), 
aunque parece que en este caso las diferencias respecto a la cepa silvestre y a la defectiva en 
dicho sistema son menores que las encontradas en el mutante sobre-expresor de MexAB-OprM 
(Figuras 4.17-A y B). No obstante, los resultados obtenidos con la construcción PrhlI::luxCDABE 
insertada en los cromosomas de las cepas PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexD mostraron un resultado 
inesperado. A pesar de que la menor inducción del promotor PrhlI observada en la cepa nfxB* 
en fase exponencial de crecimiento podía correlacionarse con la actividad de la bomba RND 
sobre-expresada, durante la fase estacionaria de crecimiento se produjo un incremento 
considerable de la actividad de este promotor que parecía ser independiente de la actividad de 
la bomba (Figura 4.27-E). Estos resultados sugieren que las mutaciones en el regulador nfxB* 
per se también podrían estar afectando de alguna manera a la regulación mediada por QS, 
independientemente a la actividad de la bomba. 
En cualquier caso, los resultados obtenidos demostraban una correlación entre los 
niveles de expresión de la bomba MexCD-OprJ y los niveles de acumulación de las moléculas de 
la familia de las AHLs tanto en el sobrenadante como en el extracto celular. Estos efectos están 
presumiblemente causados por alteraciones en la producción tanto de PQS como de HHQ. 
4.5.4. Análisis por HPLC-MS de los niveles de kinurenina y antranilato secretados 
al medio por el mutante nfxB* 
En base a los resultados obtenidos, que muestran que la sobre-expresión de MexCD-
OprJ tiene un impacto sobre la producción de las moléculas de QS del tipo AQs mayor que el 
observado sobre las del tipo AHLs, nos propusimos estudiar si la expulsión de alguno de los 
precursores en la síntesis de estas moléculas a través de MexCD-OprJ podía estar generando esa 
deficiencia de producción observada en la cepa nfxB*.  
Para ello, al igual que se hizo con el mutante mexR*, analizamos mediante HPLC-MS la 
cantidad de antranilato y de kinurenina presente en el sobrenadante de cultivos de PAO1 y nfxB* 
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crecidos en medio mínimo suplementado con succinato y triptófano. Los resultados mostraron 
una menor acumulación de antranilato en el sobrenadante de cultivos de la cepa sobre-
expresora de MexCD-OprJ (Figuras 4.28-A y B), un resultado similar al obtenido en el caso del 
mutante mexR* (Figura 4.19). Sin embargo, en el caso de la kinurenina se observó lo contrario, 
detectándose en el sobrenadante de los cultivos de nfxB* una mayor acumulación de este 
intermediario respecto a la cepa silvestre (Figuras 4.28-C y D). Este resultado podría indicar que 
quizás MexCD-OprJ sea capaz de expulsar kinurenina al medio, al igual que ocurre con el sistema 
MexEF-OprN.  
 
Figura 4.28. HPLC-MS de sobrenadantes de cultivos de las cepas PAO1 y nfxB* crecidas durante 24 horas 
en medio mínimo M63 con succinato (10 mM) y triptófano (10 mM) como únicas fuentes de carbono 
para determinar la cantidad de ácido antranílico (A y B) y kinurenina (C y D) acumulada. (E) Análisis de la 
cinética de crecimiento de las cepas PAO1 y nfxB* en medio mínimo con succinato (control), triptófano 
o kinurenina (ambos precursores de antranilato) como única fuente de carbono. 
 
Para corroborar esto, realizamos una curva de crecimiento de las cepas PAO1 y nfxB* en 
medio mínimo con triptófano o kinurenina como únicas fuentes de carbono. Los resultados 
mostraron que el mutante nfxB* presentaba un defecto de crecimiento muy pronunciado en 
ambos medios de cultivo tanto respecto a la cepa silvestre como al crecimiento en succinato 
(Figura 4.28-E). El hecho de que nfxB* sea incapaz de crecer cuando cualquiera de ambos 
sustratos está presente como única fuente de carbono, sumado a los mayores niveles de 
acumulación de kinurenina en el sobrenadante detectados mediante HPLC-MS, confirman 
nuestra hipótesis de que MexCD-OprJ es capaz de expulsar kinurenina al medio, lo que provoca 
que los mutantes que sobre-expresan dicho sistema presenten un marcado defecto de 
crecimiento cuando éste depende de la presencia de triptófano en el medio.  
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4.5.5. Efecto de la suplementación del medio con antranilato sobre la 
producción de AQs por el mutante nfxB* 
Teniendo en cuenta los resultados descritos en el apartado anterior, era probable que, 
al igual que ocurre en MexEF-OprN, una expulsión no fisiológica de kinurenina causada por la 
sobre-expresión de MexCD-OprJ disminuyera los niveles intracelulares de dicho compuesto y, 
en consecuencia, los de antranilato, pudiendo ser esta la principal causa de los defectos 
observados en la síntesis de PQS y HHQ [50]. Es por esto que analizamos mediante TLC la 
producción de PQS y HHQ en la cepa nfxB* crecida hasta fase estacionaria temprana de 
crecimiento en medio complejo LB suplementado con 1 mM de antranilato, condición en la que 
ha sido descrito que el mutante sobreproductor de MexEF-OprN recuperaba los niveles de PQS 
y HHQ propios de la cepa silvestre. A diferencia de lo que ocurre cuando MexEF-OprN se sobre-
expresa, los resultados obtenidos no mostraban ni siquiera una recuperación parcial de la 
producción de PQS y HHQ (Figura 4.29-A). Para confirmar estos resultados, insertamos la 
construcción PpqsA::luxCDABE en las cepas PAO1 y nfxB* y crecimos las cepas derivadas en 
medio LB complejo y medio LB suplementado con antranilato 4 mM respectivamente. De este 
modo podemos comprobar si la diferencia observada se debe a que en el caso de MexCD-OprJ, 
la cantidad de antranilato necesaria para complementar el fenotipo es mayor que la necesaria 
para complementar el fenotipo de QS de un mutante sobre-expresor de MexEF-OprN. Sin 
embargo, los resultados obtenidos mostraron que una mayor cantidad de antranilato presente 
en el medio no fue suficiente para restaurar los niveles de expresión de la construcción 
PpqsA::luxCDABE y por tanto, tampoco de los niveles de AQs (Figura 4.29-C).  
 
Figura 4.29. (A) Análisis mediante TLC de la acumulación de PQS y HHQ en el medio extracelular y en el 
interior celular de la cepa PAO1 crecida en LB y de la cepa nfxB* crecida en LB suplementado con 
antranilato 1 mM (OD600 = 2,5). (B) Densitometría de los puntos de luz correspondiente a HHQ en los TLC 
analizados y cálculo del ratio HHQ para cada una de las cepas. (C) Análisis de la cinética de activación del 
promotor de pqsABCDE, responsable de la síntesis de AQs. 
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Estos resultados evidencian que, a pesar de que MexCD-OprJ es capaz de expulsar 
kinurenina al medio extracelular, esta no parece ser la causa principal de los defectos 
observados en la producción de AQs. Con objeto de comprobar si en estas condiciones de cultivo 
se seguía manteniendo el ratio HHQ de cada una de las cepas, se midió por densitometría en los 
ensayos de TLC la intensidad de luz emitida por el biosensor PqsR en los puntos 
correspondientes a HHQ. Como se observa en la figura 4.29-B, los resultados muestran que en 
estas condiciones, además de que el mutante nfxB* sigue presentando unos niveles de 
producción de PQS y HHQ bastante inferiores a los de la cepa silvestre, el ratio HHQ sigue siendo 
mucho mayor en la cepa sobreproductora de MexCD-OprJ, evidenciando de nuevo que HHQ 
está siendo expulsando activamente por este sistema RND. Esto podría significar que, o bien 
existe un defecto en la síntesis del otro precursor principal de este tipo de moléculas, como es 
el ácido octanoico, o bien la expulsión de HHQ a través de MexCD-OprJ podría ser el cuello de 
botella, tanto a la hora de actuar como precursor de PQS, como a la hora de activar la respuesta 
a QS dependiente de PqsR-PqsE. 
4.5.6. Efecto de la suplementación del medio con ácido octanoico sobre la 
producción de piocianina y de las moléculas de QS tanto en nfxB* como 
en nfxB*ΔmexD 
A pesar de que, como hemos mencionado anteriormente, la expulsión de HHQ parece 
ser la causa más probable de los defectos observados en la producción de PQS y HHQ en el 
mutante nfxB*, quisimos comprobar si podría estar dándose un defecto adicional en la síntesis 
de ácido octanoico, el otro precursor fundamental en la síntesis de AQs. Para analizar esto, 
medimos en medio complejo LB suplementado con 5 mM de octanoato tanto la cantidad de 
piocianina producida como la cinética de acumulación de moléculas de QS en los sobrenadantes 
y extractos celulares de cultivos de las cepas PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexD, del mismo modo que 
se hizo con las cepas sobre-expresora y defectiva del sistema MexAB-OprM. 
4.5.6.1. Producción de piocianina 
En primer lugar, quisimos analizar si la suplementación del medio LB con ácido octanoico 
era capaz de restaurar, al menos en parte, alguno de los fenotipos controlados por QS, más 
concretamente, por la vía de señalización dependiente de PqsR-PqsE. Para ello, cuantificamos 
la cantidad de piocianina producida por las cepas PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexD en estas 
condiciones. 
Como se observa en la figura 4.30, de acuerdo con lo descrito en la bibliografía y lo 
discutido en apartados anteriores de la presente Tesis, la adición de octanoato al medio 
aumentó en gran medida la producción de piocianina en la cepa silvestre [182]. Sin embargo, a 
pesar de que también se incrementó la producción de piocianina en presencia de ácido 
octanoico en la cepa que sobre-expresa MexCD-OprJ, no se llegó a alcanzar ni la mitad de la 
cantidad de piocianina producida por la cepa silvestre en ausencia de este compuesto. Por otro 
lado, la deleción de mexD en la cepa que sobre-expresa MexCD-OprJ, además de restaurar los 
niveles de piocianina en medio LB como ya mostramos anteriormente, restauró la capacidad de 
esta cepa para incrementar la cantidad de piocianina producida cuando se suplementa el medio 
con octanoato. Estos resultados son una primera evidencia de que el mutante sobre-expresor 
de MexCD-OprJ sigue manteniendo un fenotipo defectuoso en QS incluso en presencia de ácido 
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octanoico, lo que concuerda con nuestra hipótesis de que es la expulsión de HHQ a través de 
MexCD-OprJ el factor limitante en la producción de una apropiada respuesta de QS en el 
mutante nfxB*. 
 
Figura 4.30. Comparación de la cantidad de piocianina producida por las cepas PAO1, nfxB* y 
nfxB*ΔmexD crecidas durante 20 horas tanto en medio LB como en medio LB suplementado con 
octanoato 5 mM. 
 
4.5.6.2. Acumulación de 2-alkyl-4-quinolonas en el medio extracelular y en el 
interior celular 
A pesar de que la adición de octanoato al medio no fue capaz de restaurar el fenotipo 
de QS en la cepa nfxB*, quisimos analizar cómo afectaba la adición de este compuesto a la 
cinética de acumulación de AQs tanto en el sobrenadante como en los extractos celulares de 
cultivos de las cepas PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexD. Para ello, crecimos en medio complejo LB 
suplementado con 5mM de octanoato cada una de las cepas y procedimos a cuantificar las 
moléculas de QS acumuladas tanto en el medio extracelular como en el interior celular a 
diferentes tiempos de cultivos.  
Si analizamos la acumulación de AQs en el sobrenadante (Figura 4.31-A), podemos 
observar cómo, a pesar de que a tiempos cortos la diferencia en la producción de AQs sigue 
siendo alta entre las 3 cepas analizadas, la acumulación observada a tiempo final (7 horas tras 
inoculación) era bastante similar en las tres cepas (Figura 4.31-C). Sin embargo, cuando 
analizamos la acumulación de AQs en el extracto celular observamos que ésta sigue siendo 
considerablemente inferior en la cepa que sobre-expresa el sistema MexCD-OprJ respecto a la 
cepa silvestre y la delecionada en el gen mexD, a pesar de que en todas las cepas se 
incrementaron los niveles de acumulación de estas moléculas respecto al crecimiento en medio 
LB (Figura 4.31-B). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en los ensayos de piocianina 
en los que, a pesar de que se observaba un aumento en la producción respecto al medio LB, la 
cepa nfxB* fue incapaz de alcanzar los niveles producidos por las cepas PAO1 y nfxB*ΔmexD 
(Figura 4.30). 
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Figura 4.31. Análisis de la cinética de acumulación de AQs en el sobrenadante (A) y en el interior celular 
(B) de las cepas PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexB crecidas en medio LB suplementado con octanoato 5mM. (C) 
Comparación de la cantidad de AQs acumulada en el sobrenadante respecto al extracto celular tras 7 
horas de cultivo de cada una de las cepas. 
 
Por otro lado, si representamos gráficamente a tiempo final las medidas 
correspondientes a la cantidad de AQs acumuladas tanto en el sobrenadante como en el 
extracto celular (Figura 4.31-C) observamos que, tal y como se observaba en medio LB (Figura 
4.26-B) y en medio LB suplementado con antranilato (Figura 4.29-B), la sobre-expresión de 
MexCD-OprJ puede asociarse con una mayor acumulación de AQs en el sobrenadante respecto 
a la acumulación detectada en el interior celular, lo que concuerda con nuestra hipótesis de que 
MexCD-OprJ es capaz de expulsar HHQ y que su sobre-expresión incontrolada da lugar a una 
expulsión excesiva de este compuesto, siendo ésta la causa principal de los defectos observados 
en la respuesta de QS de la cepa nfxB*. 
4.5.6.3. Acumulación de 3-oxo-C12-HSL y C4-HSL en el medio extracelular y en el 
interior celular 
A pesar de que, como hemos explicado en el apartado anterior, la suplementación del 
medio con octanoato fue insuficiente para permitir la recuperación de los niveles de producción 
de AQs y de piocianina en la cepa que sobre-expresa el sistema MexCD-OprJ, quisimos 
comprobar cuál es el efecto que tiene esta suplementación del medio sobre la acumulación de 
las otras moléculas de QS producidas por P. aeruginosa, 3-oxo-C12-HSL y C4-HSL. Para ello 
analizamos la cinética de acumulación de ambas moléculas en los sobrenadantes de cultivos de 
cada una de las cepas de estudio, crecidas en medio LB suplementado con 5mM de octanoato, 
y en el caso de 3-oxo-C12-HSL también la acumulación que tiene lugar en el interior celular.  
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Respecto a 3-oxo-C12-HSL, los resultados mostraron en general una mayor similitud 
entre los niveles acumulados de las 3 cepas tanto en el extracto celular como en el sobrenadante 
(Figuras 4.32-A y B). Sin embargo, si nos fijamos en los valores obtenidos en la extracción a 
tiempo final podemos observar que la cepa que sobre-expresa MexCD-OprJ sigue acumulando 
mayores niveles de 3-oxo-C12-HSL a tiempos largos, tal y como ocurría en el crecimiento en 
medio LB. Además, al igual que pasaba en medio LB, el mutante nfxB* presentó una mayor 
acumulación de esta molécula en el interior celular con respecto a los sobrenadantes, en 
comparación con las otras dos cepas (Figura 4.32-C). 
 
Figura 4.32. (A) Análisis de la cinética de acumulación de 3-oxo-C12-HSL en el sobrenadante y (B) en el 
interior celular de las cepas PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexD crecidas en medio LB suplementado con 
octanoato 5mM. (C) Comparación de la cantidad de 3-oxo-C12-HSL acumulada en el sobrenadante 
respecto al extracto celular tras 7 horas de cultivo de cada una de las cepas. (D) Análisis de la cinética de 
acumulación de C4-HSL en el sobrenadante de cultivos y (E) activación del promotor PrhlI en las cepas 
PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexD crecidas en medio LB suplementado con octanoato 5mM.  
 
Respecto a C4-HSL, los resultados también mostraron que la suplementación del medio 
con octanoato ayudó a reducir las diferencias de acumulación de esta molécula señal entre las 
cepas PAO1, nfxB* y nfxB*ΔmexD, tanto fuera (Figura 4.32-D) como dentro de la célula (Figura 
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4.32-E). Sin embargo, la acumulación de C4-HSL en el sobrenadante seguía siendo menor en los 
cultivos de la cepa sobre-expresora del sistema MexCD-OprJ respecto a la cepa silvestre, sobre 
todo en los primeros estadíos del ciclo alcanzando niveles más similares una vez que los cultivos 
entraban en fase estacionaria de crecimiento (Figuras 4.32-D y E). Por otro lado, la cepa 
nfxB*ΔmexD presentó unos niveles de acumulación de C4-HSL ligeramente superiores a los de 
la cepa silvestre. 
Estos resultados confirman que la presencia de octanoato en el medio, a pesar de 
reducir las diferencias de acumulación de AHLs observadas en medio LB entre las cepas PAO1, 
nfxB* y nfxB*ΔmexD (Figura 4.27), fue insuficiente para restaurar la producción de AHLs en la 
cepa nfxB*, probablemente debido a que los niveles de AQs tampoco fueron restaurados en 
estas mismas condiciones. Además, las diferencias observadas en la acumulación de AQs y AHLs 
en la cepa nfxB* pueden asociarse con la actividad de MexCD-OprJ más que con la perdida de 
funcionalidad de la proteína reguladora NfxB, ya que la deleción del gen mexD en la cepa nfxB* 
fue capaz de restaurar la producción de las moléculas de QS hasta niveles similares a los de la 
cepa silvestre. 
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5. Discusión 
5.1. Análisis predictivo de la resistencia de P. aeruginosa al compuesto 
antimicrobiano de nueva generación MDN-57 
Como hemos mencionado en la introducción, en los últimos tiempos se ha evidenciado 
una tendencia progresivamente creciente de la emergencia de patógenos altamente resistentes 
a los antibióticos que provocan que los tratamientos sean cada vez menos eficaces a la hora de 
combatir las distintas infecciones causadas por estos microorganismos [78, 87, 295, 296]. 
Además, la investigación y el desarrollo de nuevos antimicrobianos capaces de combatir dichas 
infecciones ha decrecido considerablemente en los últimos años en parte debido a la alta 
relación coste/beneficio necesaria para validar el uso en clínica de estos compuestos [3]. Tanto 
es así que la OMS ha emitido distintos comunicados en los que se publican la lista de patógenos 
prioritarios en base al alto grado de resistencia que presentan frente a los antibióticos de uso 
clínico y se hace un llamamiento a los países miembros de la necesidad de desarrollar nuevas 
estrategias para combatir estas infecciones [9]. La lista de patógenos se divide en tres categorías 
en función del nivel de peligrosidad de cada uno de ellos, encontrándose en el grupo de máxima 
prioridad aquellos que, además de ser altamente resistentes a gran cantidad de antibióticos de 
diferentes familias, pueden provocar infecciones graves e incluso letales en pacientes de riesgo, 
como es el caso de P. aeruginosa. 
Un modo de disminuir los costes de obtención de un antimicrobiano es predecir la 
adquisición de resistencia en fases tempranas de desarrollo. Esta predicción tiene dos 
beneficios: por una parte permite determinar si la resistencia se obtendrá o no rápidamente y 
sin coste biológico, lo que podría comprometer la utilidad del antibiótico y por otra parte, una 
vez conocidos los mecanismos de resistencia, se pueden desarrollar derivados más activos para 
los cuales la resistencia sea más difícil [10]. En nuestro caso, en colaboración con la fundación 
MEDINA, hemos llevado a cabo una serie de estudios preclínicos con el antibiótico de nueva 
generación MDN-57 que nos ayudan, por un lado, a describir las posibles dianas de acción de 
dicho antibiótico y, por otro, a predecir aquellos elementos genéticos presentes en P. 
aeruginosa que son capaces de contribuir a la resistencia intrínseca y adquirida frente a dicho 
fármaco [12]. Nuestra primera aproximación demuestra que, sin la necesidad de que se 
produzca una exposición previa a MDN-57, P. aeruginosa presenta elementos genéticos que 
contribuyen a disminuir la sensibilidad intrínseca frente a este compuesto, ya que mutantes 
defectivos en los sistemas de bombeo MexAB-OprM, MexCD-OprJ y MexEF-OprN presentaron 
un mayor grado de sensibilidad que su isogénica silvestre (Figura 4.1-A). Además, estos sistemas 
de bombeo RND también son capaces de contribuir a la resistencia adquirida frente a MDN-57, 
ya que mutaciones en los elementos genéticos que controlan la expresión de dichos sistemas y 
que provocan su expresión constitutiva permiten a P. aeruginosa adquirir un mayor nivel de 
resistencia (Figura 4.1-B). Este hecho pone de manifiesto el gran desafío al que nos enfrentamos 
a la hora de desarrollar nuevos antibióticos, evidenciando por un lado uno de los principales 
obstáculos en la investigación y el desarrollo de nuevos fármacos antibacterianos, como es la 
elevada resistencia intrínseca que presentan estos patógenos ante nuevas drogas que no han 
sido utilizadas en clínica [12], y por el otro, la importancia que pueden tener los sistemas de 
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bombeo RND y su “inespecificidad específica” de sustrato tanto en esa resistencia intrínseca 
como en la adquisición de mayores niveles de resistencia [25]. 
Continuando con nuestros ensayos preclínicos, procedimos a analizar los posibles 
mecanismos de resistencia adquirida que podrían seleccionarse en P. aeruginosa bajo 
condiciones de exposición prolongada tanto a concentraciones suprainhibitorias como 
subinhibitorias del compuesto MDN-57 (Figura 4.2) [10]. Datos previos de la Fundación Medina 
(Paqui Vicente, comunicación personal) sugerían que MDN-57 podría tener un mecanismo de 
acción similar al de la polimixina, en cuyo caso, los mecanismos de resistencia serían también 
semejantes. Sin embargo, nuestros resultados mostraron que algunos de los genes implicados 
en la resistencia a polimixina no contribuyen de ninguna manera a la resistencia frente a MDN-
57. Además, la evolución in vitro de P. aeruginosa en presencia de este nuevo antibiótico 
produce la selección de mutaciones en los genes hemA y hemD que tienen como consecuencia 
un aumento de hasta 16 veces el valor del CMI inicial de la cepa silvestre (Figura 4.2 y Tabla 4.1). 
Pese a que durante la evolución se seleccionaron en algunas poblaciones mutaciones en otros 
genes y que desconocemos los efectos que éstas pueden tener en la cepa silvestre, el hecho de 
que no estén presentes en todas las poblaciones sugiere que no tienen un papel fundamental 
en la adquisición de resistencia a MDN-57 (Tabla 4.1). Es posible que estas mutaciones, o bien 
tengan un efecto incremental en la adquisición de resistencia, no detectable por la técnica de 
doble dilución usada en las determinaciones de CMIs, o su efecto sea el de compensar algún 
posible defecto de fitness generado por la adquisición de resistencia a MDN-57, tal y como se 
ha descrito en otros casos en los que la emergencia de mutaciones compensatorias aumentaron 
la competitividad de las cepas resistentes [39, 48]. En cualquier caso, la selección de las 
mutaciones en hemA o en hemD tuvo lugar durante la fase inicial de la evolución, ya que la CMI 
de cada una de las poblaciones evolucionadas en presencia de MDN-57 alcanzó los valores 
máximos de 64 µg/ml tras 7 días de incubación (Figura 4.2). Además, el hecho de que, tanto las 
poblaciones evolucionadas en concentraciones subinhibitorias de MDN-57, como las 
evolucionadas en concentraciones suprainhibitorias desarrollen el mismo mecanismo y nivel de 
resistencia (Figura 4.2 y Tabla 4.1), sugiere que la concentración de MDN-57 no influye en la 
adquisición de diferentes niveles de resistencia y que el tipo y número de mutaciones que 
pueden dar lugar a resistencia es limitado, al menos en las condiciones analizadas.  
Los genes hemA y hemD forman parte de una misma ruta biosintética de anillos 
tetrapirrólicos a partir de glutamato [297]. Los anillos tetrapirrólicos funcionan como cofactores 
de tipo hemo y son imprescindibles para el correcto funcionamiento de las hemoproteínas 
dependientes de los mismos como catalasas y citocromos de la cadena transportadora de 
electrones [298]. Además, en E. coli se ha descrito que un defecto en la síntesis de estos 
cofactores proteicos puede tener un efecto tóxico para la bacteria por la excesiva acumulación 
de su precursor más inmediato, la protoporfirina IX (PPIX) [284]. Puesto que defectos en esta 
ruta pueden tener efectos perjudiciales para la bacteria, no es de extrañar que la diana de acción 
de algunos antibióticos sea esta importante ruta biosintética. Este es el caso de la alaremicina, 
un antibiótico que afecta tanto a bacterias Gram-negativas como Gram-positivas mediante la 
inhibición de la ruta biosintética de grupos hemo [299]. Por otra parte, se ha demostrado que 
mutantes espontáneos de E. coli resistentes al antibiótico Zwittermicin A pueden contener 
mutaciones de pérdida de función en los genes hemA, hemB o hemL, lo que provoca una 
disminución en la síntesis de grupos hemo [285]. En este trabajo proponen que este defecto 
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provoca el mal funcionamiento de los citocromos de la cadena respiratoria y, en consecuencia, 
una pérdida de la fuerza protón-motriz necesaria para la internalización de este antibiótico. 
Además, se ha visto que estos mutantes presentan una resistencia cruzada a aminoglicósidos, 
una familia de antibióticos que también depende del potencial de membrana para su 
internalización. Algo parecido se ha visto también en S. entérica, donde mutantes resistentes a 
estreptomicina y espectinomicina presentan un codón STOP prematuro en el gen hemA que 
provoca un defecto de crecimiento y de la cadena transportadora de electrones [286]. Sin 
embargo, en este caso proponen que la resistencia a estos aminoglicósidos está mediada, al 
menos en gran parte, por la inducción dependiente de (p)ppGpp de la enzima aminoglicósido-
adenil transferasa, aadA, que es capaz de inactivar este tipo de antibióticos. 
Basándonos en la importancia que tiene la síntesis de grupos hemo en la fisiología de la 
bacteria, es posible que esta ruta biosintética sea la diana sobre la que actúa el antibiótico MDN-
57 [284, 298, 299]. En este sentido, cabe destacar que, dentro de una genoteca de mutantes de 
inserción que, supuestamente, incluye mutantes en todos los genes no esenciales de P. 
aeruginosa [262], no se encuentran mutantes ni en hemA ni en hemD. Alternativamente, y tal 
como se ha sugerido en otros casos [285, 286], es posible que la ruta de síntesis de grupos hemo 
sea importante para el transporte de MDN-57. En el primero de los casos, la acción de MDN-57 
estaría afectando a la funcionalidad de muchas hemoproteínas fundamentales que dependen 
de estos cofactores, además de que podría estar generando una toxicidad derivada de la 
acumulación de alguno de los precursores del grupo hemo. En este sentido, es posible que las 
mutaciones en los genes hemA y hemD seleccionadas en presencia de MDN-57 impidan la unión 
del antimicrobiano a su blanco y la toxicidad derivada de su actividad. En el segundo de los 
supuestos, independientemente de la diana de acción de MDN-57, las mutaciones seleccionadas 
en los genes hemA y hemD podrían estar afectando negativamente a la síntesis de grupos hemo 
y, en consecuencia, a las proteínas que dependen de estos cofactores. Puesto que entre estas 
proteínas se encuentran los citocromos de la cadena transportadora de electrones, los mutantes 
resistentes a MDN-57 podrían tener alterado el potencial de membrana, lo que podría disminuir 
la internalización celular de este antibiótico en el caso de que ésta fuera dependiente de la 
fuerza protón-motriz generada por la cadena transportadora de electrones.  
En cualquiera de los casos, los resultados de este trabajo demuestran que: i) en contra 
de lo que se suponía previamente, el mecanismo de acción del antibiótico de nueva generación 
MDN-57 no parece estar relacionado con el de la polimixina, ya que los elementos genéticos que 
intervienen en la resistencia a uno y otro compuesto son diferentes; ii) mutaciones en los genes 
hemA y hemD implicados en la síntesis de grupos hemo contribuyen a disminuir la sensibilidad 
a MDN-57; iii) los sistemas de bombeo RND MexAB-OprM, MexCD-OprJ y MexEF-OprN 
contribuyen tanto a la resistencia intrínseca como adquirida de P. aeruginosa frente a MDN-57, 
ya sea por la expulsión de dicho antibiótico o de alguno de los compuestos tóxicos que se 
pudieran generar por deficiencias en la síntesis de grupos hemo. En este sentido, cabe destacar 
que se ha descrito que el sistema RND de E. coli, MacAB-TolC es capaz de expulsar PPIX, el 
precursor tóxico inmediato del grupo hemo en esta especie bacteriana [284]. 
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5.2. Cambios transcriptómicos comunes y diferenciales asociados a la 
expresión de sistemas RND de P. aeruginosa 
Como hemos mencionado anteriormente, se ha propuesto que la adquisición de 
resistencia a los antibióticos puede conllevar un coste biológico hasta cierto punto inespecífico 
[38, 39]. En el caso de los sistemas de bombeo múltiple de drogas, su sobre-expresión podría 
producir un coste energético dependiente en mayor medida del nivel de sobre-expresión del 
sistema que de la propia actividad específica de cada uno de ellos. De hecho, algunos trabajos 
han mostrado que la sobre-expresión de los sistemas de bombeo RND puede provocar cambios 
en la fisiología de la bacteria asociados a la propia actividad de la bomba, independientemente 
del sustrato que pueda estar siendo expulsado por dicho sistema. Esto es debido a que la 
activación incontrolada de un sistema RND conlleva una internalización masiva de protones al 
interior celular que puede alterar, tanto los niveles de pH intracelular, como el gradiente de 
protones de membrana, lo que puede desencadenar una serie de cambios fisiológicos 
importantes más directamente relacionado con los niveles de expresión y actividad de la bomba 
que con el hecho de que se sobre-exprese un sistema de bombeo concreto [49]. Sin embargo, 
el efecto de la sobre-expresión de los sistemas RND sobre la fisiología bacteriana es 
posiblemente más profundo y más específico: los sustratos expulsados por los sistemas de 
bombeo RND pueden ser de naturaleza química variable otorgando a cada bomba un cierto 
grado de “inespecificidad específica”, ya que no todas las bombas de una misma especie tienen 
ni el mismo perfil de sustrato ni, en los casos en los que existe redundancia de sustrato, tienen 
la misma afinidad por ellos [300]. Esta “inespecificidad específica” de sustrato particular de cada 
sistema RND es lo que posiblemente ha permitido la coexistencia de varios sistemas de bombeo 
en un mismo organismo a lo largo de la evolución [26, 301]. Además hemos mencionado que, 
entre los sustratos que pueden ser expulsados por los sistemas de bombeo MDR, se encuentran 
tanto compuestos generados por la propia célula como otros presentes en el abanico de nichos 
colonizados por las especies portadoras de las bombas [33, 54]. Es por esto que la pérdida de 
funcionalidad o la sobre-expresión de dichos sistemas puede alterar el flujo de determinados 
compuestos y su concentración intracelular, llegando a provocar en muchos casos alteraciones 
en la fisiología de la bacteria [35, 50, 51, 247].  
Para poder distinguir entre efectos específicos y no específicos asociados a la resistencia 
a los antibióticos debida a la sobre-expresión de sistemas RND, en este trabajo se ha llevado a 
cabo un análisis transcriptómico comparativo, tanto de cepas sobre-expresoras de los sistemas 
MexAB-OprM y MexCD-OprJ como de cepas que han perdido la funcionalidad de dichos 
sistemas. El principal objetivo de este estudio es determinar qué procesos fisiológicos pueden 
verse alterados por los diferentes niveles de expresión y actividad de cada uno de estos sistemas, 
prestando especial atención sobre aquellos que puedan estar asociados a uno de ellos 
exclusivamente o a los que puedan verse afectados por ambos sistemas RND. Para ello se 
analizaron los transcriptomas de cultivos planctónicos de las correspondientes cepas durante el 
crecimiento exponencial y estacionario temprano, detectándose un total de 1776 genes que 
presentaron una variación significativa de su expresión en al menos una de las muestras (Tabla 
A-1 del anexo I). 
En primer lugar, nuestros resultados evidencian la relevancia que los sistemas MexAB-
OprM y MexCD-OprJ tienen en el mantenimiento de la homeostasis celular, ya que, tanto la 
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sobre-expresión como la pérdida de funcionalidad de uno u otro sistema tiene un fuerte impacto 
a nivel transcripcional sobre un gran número de genes (Tabla A-1 del anexo I). En el caso de 
MexAB-OprM, parece que el mayor impacto, tanto con la sobre-expresión como con la deleción 
del sistema, se produce durante el crecimiento en fase estacionaria (Figuras 4.5, 4.8, 4.9 y 4.11). 
Este resultado concuerda con lo descrito en la bibliografía, ya que se ha visto que los mayores 
niveles de producción de este sistema RND tienen lugar durante el crecimiento estacionario 
[116]. Esta regulación posiblemente se debe a que la expresión de MexAB-OprM es dependiente 
de la densidad poblacional, puesto que se induce en presencia de la molécula de señalización 
por QS C4-HSL [118, 119]. En el caso de MexCD-OprJ, a pesar de que la deleción del sistema 
afecta en mayor medida a la expresión de genes durante la fase estacionaria de crecimiento, su 
sobre-expresión tiene un impacto aún mayor sobre el transcriptoma cuando el crecimiento es 
logarítmico (Figuras 4.6, 4.8, 4.9 y 4.10), momento en el que se produce el mayor número de 
variaciones transcripcionales significativas detectadas en este análisis, afectándose la expresión 
del 12,9 % del total de genes identificados en la base de datos PseudoCAP [283] (Tabla A-1 del 
anexo I). Este gran impacto provocado por la sobre-expresión de MexCD-OprJ también está en 
concordancia con los datos publicados en la bibliografía, ya que se ha demostrado que la sobre-
expresión de este sistema RND, además de contribuir a la adquisición de resistencia frente a 
fluoroquinolonas y otros antibióticos, tiene un importante efecto pleiotrópico que provoca 
grandes cambios en el metabolismo y en el proteoma de P. aeruginosa, lo que termina por 
mermar la competitividad de los mutantes nfxB*, que sobre-expresan dicha bomba [245]. 
Además, se ha visto que en condiciones de laboratorio es bastante frecuente la aparición de 
mutantes revertientes de nfxB* que pierden la funcionalidad del sistema MexCD-OprJ, lo que 
pone de manifiesto la presión selectiva negativa que supone la sobre-expresión de este sistema 
en condiciones estándar de crecimiento in vitro [135]. En favor de la idea de que la expresión 
anormalmente alta de MexCD-OprJ tiene un efecto deletéreo importante sobre la fisiología de 
P. aeruginosa, se encuentra el hecho de que, en condiciones de estrés de membrana en las que 
se induce la expresión de MexCD-OprJ de manera dependiente de AlgU, se induce también EsrC, 
un segundo represor de MexCD-OprJ cuya expresión evita que tenga lugar una producción 
excesiva de este sistema RND [302]. Por tanto, podemos decir que la primera diferencia que 
podemos encontrar entre la sobre-expresión de MexAB-OprM y MexCD-OprJ es la fase de 
crecimiento sobre la que estos sistemas parecen tener una mayor implicación, además de que 
el impacto transcriptómico y posiblemente fisiológico que se genera por la sobre-expresión de 
MexCD-OprJ es considerablemente mayor que el generado por la sobre-expresión de MexAB-
OprM (Figuras 4.8 y 4.9). Estos datos están de acuerdo con el hecho de que MexAB-OprM tiene 
un nivel basal de expresión relativamente elevado, que no produce efectos deletéreos mientras 
que los niveles constitutivos de expresión de MexCD-OprJ son considerablemente más bajos, 
quizá porque una expresión constante de esta bomba es perjudicial para P. aeruginosa.  
Teniendo en cuenta estos datos, es lógico que las mayores diferencias transcripcionales 
observadas en los mutantes sobre-expresores, mexR* y nfxB*, se produzcan durante la fase 
exponencial de crecimiento. Entre las mayores diferencias podemos destacar los 643 genes que 
sufren un cambio en su expresión en la cepa nfxB* y no lo hacen en mexR* (Figura 4.8), lo que 
nos da una idea de lo diferentes que pueden llegar a ser los efectos que puede tener sobre la 
fisiología de P. aeruginosa la sobre-producción de un sistema RND específico u otro. En el caso 
de la sobre-expresión de MexCD-OprJ, basándonos en los datos que tenemos y en las referencias 
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bibliográficas, podemos destacar por ejemplo que muchos de los genes implicados en la 
formación de biofilm [303, 304] disminuyeron su expresión de manera dependiente a la 
actividad de MexCD-OprJ. Entre ellos se encuentran genes que codifican proteínas que 
intervienen en la síntesis del pili o en la quimiotaxis de P. aeruginosa (Tabla A-1 del anexo I). Por 
otro lado, también podemos destacar el gran impacto que supone la sobre-expresión de MexCD-
OprJ sobre la transcripción de un gran número de genes que intervienen en diferentes aspectos 
del metabolismo, incluyendo el metabolismo de aminoácidos, de azucares, del piruvato o de 
ácidos grasos así como determinantes que participan en la síntesis de biotina y grupos hemo 
(Tabla A-1 del anexo I). En referencia a estos últimos, es importante destacar que la categoría 
funcional que se vio más afectada por la sobre-expresión de MexCD-OprJ durante el crecimiento 
logarítmico fue la correspondiente a la síntesis de cofactores, grupos prostéticos y carriers 
(Figuras 4.6 y 4.8), lo que podría tener un fuerte impacto en la funcionalidad de muchas de las 
proteínas que dependen de ellos de una manera independiente a sus niveles de expresión. El 
hecho de que muchos de los genes que disminuyen su expresión en nfxB* estén implicados en 
el metabolismo celular o en la síntesis de cofactores, grupos prostéticos y carriers podría estar 
correlacionado con los defectos de fitness asociados a mutantes nfxB* como mencionamos 
anteriormente. Dichos mutantes serían menos competentes tanto desde un punto de vista 
metabólico como desde el punto de vista de la correcta funcionalidad de una gran cantidad de 
enzimas dependientes de dichos cofactores y grupos prostéticos entre los que se encuentran 
por ejemplo algunos muy importantes como los citocromos de la cadena transportadora de 
electrones.  
De entre las variaciones transcripcionales detectadas de manera específica en el 
mutante sobre-expresor del sistema MexAB-OprM destaca sobre todo la mayor expresión de 
muchos de los genes pertenecientes al locus I del SST6 observada en la fase estacionaria de 
crecimiento (Tabla A-1 del anexo I). P. aeruginosa posee tres loci que codifican diferentes SST6 
sujetos a regulaciones diferentes y que están implicados en virulencia a diferentes niveles [200]. 
Mientras que los loci SST6-II y SST6-III parecen estar más relacionados con la virulencia en 
infecciones en animales [193], el locus SST6-I se ha descrito como un importante sistema de 
secreción que libera toxinas en el interior de otras bacterias, por lo que se considera un factor 
importante para la competitividad de P. aeruginosa con dichos microrganismos [305]. Además, 
se ha descrito que la expresión de SST6-I, SST6-II y SST6-III está diferencialmente controlada por 
QS, estando el primero de ellos reprimido por LasR y PqsR, mientras que SST6-II y SST6-III están 
positivamente controlados por estos mismos dos sistemas de regulación [193]. En base a esto, 
es lógico que en las cepas sobre-expresoras de los sistemas MexAB-OprM y MexCD-OprJ, las 
cuales presentan un claro defecto en la señalización por AQs (Figuras 4.15-B, 4.18, 4.25-B y 4.26), 
se haya visto una menor expresión del SST6-II durante el crecimiento exponencial. Sin embargo, 
el hecho de que solo la cepa que sobre-expresa MexAB-OprM, que en comparación con la cepa 
nfxB* presenta niveles equiparables de 3-oxo-C12-HSL (Figuras 4.15-A, 4.16, 4.25-A y 4.27-ABC) 
e incluso un defecto menor en la producción de AQs (Figuras 4.15-B, 4.18, 4.25-B y 4.26), sobre-
exprese el locus TSS6-I, podría estar indicando que la regulación en la cepa mexR* va más allá 
de la señalización por PqsR y LasR. 
En contraposición con las grandes diferencias encontradas durante la fase exponencial 
de crecimiento, los resultados obtenidos durante la fase estacionaria de crecimiento mostraron 
una cierta similitud en los transcriptomas de las cepas sobre-expresoras, tanto en las categorías 
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funcionales (Figura 4.9), como en los genes que variaron de la misma manera en ambos 
mutantes (Figura 4.7). Aunque en principio estas similitudes podrían considerarse como un 
efecto inespecífico de la sobre-expresión tanto de MexAB-OprM como de MexCD-OprJ, nuestros 
datos indican que muchos de los cambios transcripcionales observados podrían tener un origen 
causal diferente en cada uno de los mutantes sobreproductores (ver más adelante). Lo que más 
nos llamó la atención fue el impacto que tiene tanto la sobre-expresión de los sistemas MexAB-
OprM y MexCD-OprJ como la deleción de uno u otro sistema sobre el regulón controlado por el 
sistema de señalización mediado por QS (Tablas A-1 y A-3 del anexo I). Como mencionamos en 
la introducción, este complejo sistema de señalización tiene un papel fundamental en la 
adaptación de P. aeruginosa a diferentes ambientes y controla la expresión de una gran cantidad 
de genes implicados en múltiples procesos [156, 177, 190]. Dada la importancia de esta vía de 
señalización en P. aeruginosa, el elevado número de genes pertenecientes a esta red de 
regulación que varían su expresión en las cepas estudiadas y las evidencias bibliográficas que 
relacionan los niveles de expresión de MexAB-OprM y MexCD-OprJ con alteraciones en algunos 
de los fenotipos controlados por QS, hemos analizado en detalle la correlación existente entre 
los niveles de expresión de cada uno de estos sistemas y las variaciones de expresión detectadas 
en los genes pertenecientes al regulón de QS. Para ello, hemos elaborado una lista consenso de 
genes que han sido identificados en diferentes ensayos de transcriptómica como dianas de 
regulación de los sistemas Las, Rhl y PqsR-PqsE [195, 197, 206-209, 220, 306], que son los tres 
componentes principales del sistema de QS en P. aeruginosa, diferenciando entre los positiva y 
negativamente regulados por AQs, PqsE, 3-oxo-C12-HSL, C4-HSL o AHLs (Tabla A-3 del anexo I).  
Basándonos en dicha lista consenso, observamos que, de los 5697 genes que están 
anotados en la base de datos “Pseudomonas Genome Database” en el genoma de referencia de 
P. aeruginosa PAO1, al menos 948 han sido identificados en alguna ocasión como integrantes 
del sistema de regulación mediado por QS, lo que supone el 16,6 % del total de genes presentes 
en dicho genoma. De los 1776 genes que sufren variaciones transcripcionales en alguna las 
muestras analizadas en este trabajo, un total de 534 han sido relacionados con la respuesta a 
QS, lo que supone el 30,1 % del total de genes detectados y más de la mitad de los genes 
identificados como integrantes del regulón de QS (Tablas A-1 y A-3 del anexo I). De estos 534 
genes, 332 variaron durante la fase exponencial de crecimiento y 358 lo hicieron durante el 
crecimiento estacionario, mientras que 156 lo hicieron en ambas fases. Teniendo en cuenta que 
los mutantes sobre-expresores de los sistemas MexAB-OprM y MexCD-OprJ presentaron 
variaciones transcripcionales en 251 y 329 genes respectivamente, y que en ambos casos dichas 
variaciones se correlacionaban con una respuesta de QS disminuida, no es de extrañar que la 
mayoría de las similitudes observadas entre ambos mutantes se deben a defectos en la 
señalización por QS. De hecho, de los 93 genes que variaron su expresión de la misma manera 
en ambas cepas durante el crecimiento exponencial, 57 han sido relacionados con el QS (61,3 
%), al igual que lo estaban 110 de los 175 genes que variaron de la misma manera durante la 
fase estacionaria (62,9 %). Estos resultados concuerdan con lo descrito en la bibliografía, ya que 
se ha visto que la adquisición de resistencia mediada por la sobre-expresión tanto de MexAB-
OprM como de MexCD-OprJ da lugar a una disminución de la producción de algunos de los 
factores de virulencia controlados por QS como son piocianina, pioverdina, ramnolípidos, 
proteasas y la motilidad por swarming [242, 243, 245, 247].  
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Puesto que la sobre-expresión tanto de MexAB-OprM como de MexCD-OprJ afecta 
negativamente a la expresión de muchos de los genes regulados por QS, efecto que también se 
ha demostrado en mutantes sobre-expresores de MexEF-OprN [50, 307], podríamos pensar que 
los mecanismos subyacentes a este defecto de QS podrían ser una consecuencia inespecífica 
asociada a la sobre-expresión de sistemas RND. Sin embargo, en esta tesis se demuestra que, 
incluso cuando la adquisición de resistencia a antibióticos mediada por la sobre-expresión de 
diferentes sistemas RND produce cambios semejantes en la fisiología bacteriana, dichos cambios 
no tienen por qué ser una consecuencia inespecífica derivada del déficit energético que supone 
dicha sobre-expresión. En el caso de mutantes sobre-expresores de MexEF-OprN, ya se ha 
demostrado que los defectos de QS son causados por una masiva expulsión de kinurenina al 
medio extracelular, provocando una disminución de la síntesis de antranilato que en última 
instancia provoca un retraso en la síntesis de PQS y HHQ [50]. En este trabajo, como discutiremos 
más adelante, demostramos que en el caso de mutantes mexR* y nfxB* que sobre-expresan los 
sistemas MexAB-OprM y MexCD-OprJ respectivamente también existe una causa específica en 
cada caso que justifica los defectos de QS observados. Esto puede deducirse también de 
nuestros ensayos de transcriptómica, ya que a pesar de que muchos genes relacionados con el 
sistema de regulación por QS ven alterada su expresión de manera similar en ambos mutantes 
resistentes, también se detectan cambios específicos en cada cepa en muchos de los genes 
pertenecientes a dicho regulón (Tablas A-1 y A-3 del anexo I). De hecho, de los 89 genes que 
variaban su expresión de manera específica en la cepa mexR* durante la fase exponencial de 
crecimiento, 20 pertenecen al regulón de QS, mientras que de los 171 que lo hicieron durante 
la fase estacionaria de crecimiento, 90 pertenecían a este sistema de regulación. Del mismo 
modo, 170 de los 643 genes que variaron su expresión específicamente en la cepa sobre-
expresora del sistema MexCD-OprJ durante el crecimiento logarítmico pertenecen al regulón de 
QS, mientras que de los 147 que lo hicieron durante la fase estacionaria de crecimiento son 42 
los que pertenecen a esta red de regulación. Estos datos nos dan una idea de que, a pesar de 
que las mayores similitudes encontradas entre ambos mutantes se deben a una disminución de 
la respuesta de QS, en cada mutante sobre-expresor se producen también cambios específicos 
relacionados con este sistema de regulación, lo que apoya nuestra hipótesis de que los defectos 
observados en QS en nfxB* y mexR* tienen un origen causal diferente, como discutiremos más 
adelante. 
Como ya mencionamos anteriormente, nuestros resultados obtenidos mediante 
transcriptómica nos permitieron analizar la posibilidad de que la proteína reguladora NfxB 
pueda estar ejerciendo un papel como regulador global, controlando directa o indirectamente 
la expresión de otros genes más allá del operón mexCD-oprJ. A pesar de que la mayoría de los 
cambios observados en el mutante que sobre-expresa MexCD-OprJ parecen ser dependientes 
de la actividad de la bomba MexCD-OprJ, muchos de ellos mostraron también variaciones 
similares de expresión en el mutante nfxB*ΔmexD (Tabla A-2 del anexo I). Concretamente 152 
genes que presentaban variaciones significativas de expresión en la cepa nfxB* durante el 
crecimiento logarítmico mostraban además un LogRatio nfxB*/nfxB*ΔmexD <0,5, lo que nos 
dice que la pérdida de funcionalidad de la bomba en un fondo genético en el que NfxB no es 
funcional no fue suficiente para recuperar los niveles de expresión de la cepa silvestre. Además, 
durante la misma fase de crecimiento, 25 genes presentaron variaciones de expresión 
significativas en el mismo sentido en las cepas nfxB* y nfxB*ΔmexD, pero presentaron un 
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LogRatio nfxB*/nfxB*ΔmexD >0,5, por lo que podían estar siendo afectados de manera sinérgica 
tanto por la pérdida de funcionalidad de NfxB como por la actividad de la bomba (Tabla A-2 del 
anexo I). Del mismo modo, durante el crecimiento estacionario del mutante nfxB*, variaron su 
expresión de manera independiente a la actividad de MexCD-OprJ un total de 61 genes, mientras 
que 25 lo hicieron por un efecto sinérgico de la actividad de la bomba y la pérdida de 
funcionalidad de NfxB (Tabla A-2 del anexo I). De entre todos ellos, destacaremos a continuación 
los que nos han parecido más relevantes desde un punto de vista fisiológico. 
En primer lugar, queremos destacar morA, un gen localizado en la zona adyacente a 
nfxB, cuya expresión está considerablemente inducida de una manera independiente del 
sistema MexCD-OprJ y dependiente de NfxB. Este gen codifica el regulador global MorA, una 
proteína reguladora con dominios funcionales de diguanilato ciclasa y fosfodiesterasa, los cuales 
son responsables de la síntesis y la hidrólisis de di-GMP cíclico respectivamente. Este segundo 
mensajero está implicado en muchos procesos entre los que se encuentra la producción de 
biofilm, la adhesión a superficies y la virulencia [308]. De hecho, en Pseudomonas putida se ha 
descrito que la falta de este regulador global afecta negativamente a la formación de biofilm, 
pero aumenta tanto la producción del flagelo como la motilidad por swiming y la adhesión a 
superficies [309]. En P. aeruginosa, además de controlar de igual modo que en P. putida la 
formación de biofilm [309], MorA regula negativamente la secreción de proteasas a través del 
SST2. Por tanto, este regulador global, también afecta negativamente la virulencia y la 
degradación de la matriz tisular por parte de P. aeruginosa. Se ha indicado que dicha regulación 
es post-traduccional y depende de la acción del segundo mensajero ci-di-GMP cíclico [310]. En 
nuestro caso, no podemos determinar inequívocamente las posibles consecuencias de esta 
sobre-expresión de morA, pero lo que sí podemos decir es que dicha sobre-expresión parece ser 
causada por la pérdida de funcionalidad de NfxB. De este modo, NfxB podría controlar 
indirectamente muchos procesos fisiológicos sin necesidad de alterar los niveles de transcrito 
de un gen. En este sentido, y dado que en la presente tesis se ha basado en el análisis de 
transcriptomas, es posible que la adquisición de resistencia asociada a la mutación de nfxB tenga 
un efecto más profundo sobre la fisiología de P. aeruginosa que el aquí descrito. Otra proteína 
reguladora cuyo gen codificante se encuentra en la zona adyacente al operón mexCD-oprJ y que 
ya ha sido descrita como diana de regulación de la proteína NfxB es EsrC [302]. Este regulador 
es un represor del sistema MexCD-OprJ alternativo a NfxB que como ya mencionamos 
anteriormente se induce en condiciones de estrés de membrana de manera dependiente a AlgU 
y NfxB. Sin embargo, la posibilidad de que este regulador ejerza su función más allá del operón 
mexCD-oprJ en nuestros mutantes nfxB* y nfxB*ΔmexD es poco probable teniendo en cuenta 
que su actividad como represor de dicho operón parece ser dependiente de una proteína NfxB 
funcional [302]. 
De entre el resto variaciones transcripcionales que podrían ser dependientes de la 
perdida de funcionalidad de NfxB queremos destacar las que se producen sobre transcritos 
codificantes de varias proteínas reguladoras y chaperonas del SST3, dado que podrían ser las 
responsables de los defectos observados en mutantes nfxB* en la producción de este 
importante sistema de secreción [247]. Esto es debido a que durante el crecimiento exponencial 
se observa una diminución de la expresión de algunos genes fundamentales para el correcto 
funcionamiento del SST3 como por ejemplo pcrH, que codifica una chaperona estabilizadora de 
PopB que es la principal proteína de translocación del SST3 [311], pcrG, que codifica una proteína 
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citosólica que interactúa con Pcr1 y PcrD para el correcto ensamblaje de la aguja [312], psrA, 
que codifica una proteína sensora de ácidos grasos de cadena larga que es capaz de inducir el 
SST3 [313, 314], o algunos de función más desconocida como pscP que codifica una proteína de 
translocación, pscH que parece codificar una proteína secretada por este sistema y pcrR, que 
interviene en la regulación por un mecanismo desconocido [315]. Por otro lado, durante el 
crecimiento estacionario también pudo observarse una mayor expresión de ptrA, que codifica 
un antirrepresor del principal activador del SST3 ExsA, el activador de la expresión del SST3, y 
cuya función ha sido demostrada in vivo [316], y ptrB, que codifica un represor del SST3 que 
parece actuar en condiciones de daño de DNA [317]. En base a estos resultados, es posible que 
el defecto en SST3 que poseen los mutantes nfxB* [247] no sean causados por la propia sobre-
expresión de MexCD-OprJ, sino más bien por la pérdida de funcionalidad de la proteína NfxB. 
Algo similar ocurre en los sobre-expresores del sistema MexEF-OprN [247], donde se ha 
demostrado que la disminución de la expresión del SST3 observada en estos mutantes estaba 
relacionada con los reguladores MexT/MexS en el que se incluye el regulador ptrC [50, 288].  
Otros genes interesantes cuya expresión podría estar regulada directa o indirectamente 
por NfxB son muchos de los genes implicados en la síntesis de cobalamina (vitamina B12), un 
compuesto tetrapirrólico de unión a cobalto que funciona como cofactor de muchas 
metaloproteínas como por ejemplo las ribonucleótido reductasas de clase II que catalizan la 
reacción de conversión de ribonucleótidos a desoxirribonucleótidos tanto en condiciones 
aeróbicas como anaeróbicas [318]. Es de destacar que una mayor producción de cobalamina 
mejora la tasa de crecimiento de P. aeruginosa bajo condiciones anaeróbicas de formación de 
biofilm, sin embargo dicha mejora de crecimiento parece tener un efecto negativo respecto a la 
producción de biofilm en si [319]. En nuestro caso no sabemos qué efectos puede tener esta 
menor expresión de los genes biosintéticos de la vitamina B12, pero sí que parece que NfxB 
podría estar jugando un papel indirecto en la regulación de estos genes que podría afectar a la 
producción de este cofactor enzimático y a la funcionalidad de las metaloproteínas que 
dependen de él. NfxB podría también controlar, directa o indirectamente, la expresión del 
operón antABC, que codifica las enzimas que intervienen en el catabolismo de antranilato, uno 
de los precursores principales de las moléculas de QS del tipo AQs, y de su activador 
transcripcional AntR. En este caso, la perdida de funcionalidad de la proteína NfxB parece actuar 
de manera sinérgica a la sobre-expresión de MexCD-OprJ, siendo ambos fenómenos 
responsables de la considerable inducción de la expresión de estos genes observada durante la 
fase estacionaria de crecimiento y que afecta tanto a las cepas nfxB* y nfxB*ΔmexD. La 
expresión de estos genes parece estar controlada de manera antagónica por moléculas de QS, 
viéndose reprimida su expresión durante la fase exponencial de crecimiento por los sistemas de 
regulación dependientes de LasR y PqsR-PQS-PqsE, mientras que su expresión se ve inducida 
durante la fase estacionaria de crecimiento de manera dependiente al sistema RhlR [179, 206]. 
Esta regulación dependiente de ciclo parece favorecer, por un lado, la síntesis de AQs durante 
la fase exponencial de crecimiento, y por el otro, disminuir la producción de AQs una vez entrada 
en la fase estacionaria de crecimiento aumentando la degradación de antranilato. En nuestro 
caso, es posible que esta inducción de antABC dependiente de NfxB esté mediada 
indirectamente por el sistema RhlR, ya que nuestros resultados muestran que NfxB también 
podría estar modulando la regulación de la expresión de la enzima de síntesis de C4-HSL, RhlI, 
durante la fase estacionaria tardía de crecimiento (Figura 4.27-F). En cualquier caso, este 
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aumento de la expresión de antABC no parece estar correlacionado con los defectos de QS 
observados en nfxB* como veremos más adelante. Por último, otro de los posibles efectos 
sinérgicos tanto de la pérdida de la proteína reguladora NfxB como de la actividad de la bomba 
MexCD-OprJ sería la inducción del operón agtABCD, también inducido en el mutantes ΔmexB, 
que codifica un sistema de transporte de tipo ABC responsable de la internalización de AMV y 
GABA [320]. La expresión de dicho operón está controlada por el sistema de regulación de dos 
componentes AgtSR, el cual a su vez ha sido propuesto como un mecanismo fundamental 
mediante el cual P. aeruginosa es capaz de responder ante la presencia de peptidoglicano 
secretado por bacterias Gram-positivas, incrementando así la producción de muchos factores 
de virulencia que mejoran su competitividad frente a dichas bacterias en infecciones 
polimicrobianas [321]. 
Nuestros resultados nos permiten analizar el papel que podría tener la expresión basal 
del sistema MexAB-OprM sobre la fisiología de P. aeruginosa (Figura 4.11 y Tabla A-1 del anexo 
I). En este sentido observamos que, durante la fase exponencial de crecimiento se alteró la 
expresión de 452 genes en la cepa ΔmexB. Entre ellos, 352 no sufrieron ningún cambio en la 
cepa mexR*. Del mismo modo, durante la fase estacionaria de crecimiento la cepa ΔmexB 
presentó variaciones transcripcionales en 570 genes, entre los cuales 433 no estaban afectados 
en el mutante sobre-expresor de la bomba. Estos cambios evidencian una gran diferencia en el 
impacto que supone la ganancia o la pérdida de funcionalidad del sistema MexAB-OprM. Lo más 
destacado de la pérdida de funcionalidad de este sistema RND es el gran impacto que tiene 
sobre la expresión de una gran cantidad de genes relacionados con la homeostasis celular entre 
los que se encuentran genes que intervienen en la síntesis de cofactores grupos prostéticos y 
carriers, muchas proteínas ribosomales, genes relacionados con el metabolismo energético, 
algunos genes relacionados con el metabolismo central y también muchos relacionados con el 
estrés oxidativo. Estos resultados sugieren que la sobre-expresión y la deleción del sistema 
MexAB-OprM no tiene por qué producir siempre un efecto antagónico sobre la fisiología como 
ocurre en el caso de QS, sino que también se ven afectados una gran cantidad de genes que 
intervienen en múltiples procesos de manera diferencial en una y otra cepa. En este sentido es 
importante destacar que no sólo la adquisición de resistencia a antibióticos por sobre-expresión 
de un sistema RND puede conllevar cambios en la fisiología de la bacteria que pueden afectar a 
su competitividad, sino que también la deleción de estos sistemas puede provocar un flujo 
alterado de metabolitos que altera en gran medida la fisiología de la bacteria. Dado que el 
desarrollo de inhibidores de sistemas MDR (y muy en particular de los que contribuyen a la 
resistencia intrínseca como MexAB-OprM), es un objetivo prioritario en la búsqueda de nuevos 
antimicrobianos, comprender como dicha inhibición puede modificar la fisiología de los 
patógenos es un aspecto relevante a tener en cuenta a la hora de desarrollar dichos fármacos. 
En el caso de MexAB-OprM, nuestros datos indican que la pérdida de función de esta bomba 
podrían suponer, tanto un coste en función de la condición ambiental, como quizás un posible 
beneficio, dado que cuando las bacterias crecen formando biofilms la expresión de MexAB-
OprM está reprimida [322, 323]. También se ha descrito que en infecciones de pulmón en 
pacientes de fibrosis quística, algunas subpoblaciones pueden perder la funcionalidad del 
sistema MexAB-OprM [324]. En línea con la idea de que tanto la sobre-expresión, como la 
pérdida de función de un sistema MDR puede alterar la fisiología bacteriana está el hecho de 
que, incluso la cepa ΔmexD, que no expresa MexCD-OprJ, una bomba que no contribuye a la 
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resistencia intrínseca a los antibióticos por su baja expresión basal, presentó una alteración 
similar a ΔmexB en la expresión de 55 y 220 genes durante la fase exponencial y estacionaria de 
crecimiento respectivamente. La expresión de estos genes no variaba en el mutante nfxB*, 
estando la mayoría de ellos relacionados con la homeostasis celular. Esto demuestra que, a 
pesar de que MexCD-OprJ presenta unos niveles de expresión bastante bajos respecto a MexAB-
OprM, es posible que su actividad contribuya al mantenimiento de la homeostasis junto con 
MexAB-OprM y que la inactivación de cualquiera de estos dos sistemas MDR puede afectar a la 
fisiología y la competitividad de P. aeruginosa.  
Por otra parte observamos que, de entre los genes que variaron su expresión en la cepa 
ΔmexB y no lo hicieron en mexR*, 114 presentaron durante el crecimiento logarítmico 
variaciones similares a la cepa que sobre-expresa el sistema MexCD-OprJ y 24 lo hicieron 
durante el crecimiento estacionario (Tabla A-1 del anexo I). Estas similitudes podrían tener su 
origen en la regulación antagónica que existe entre los sistemas MexAB-OprM y MexCD-OprJ, 
previamente descrita en la bibliografía [139, 325, 326]. En estos trabajos se demuestra que, por 
un lado, mutantes delecionados en el sistema MexAB-OprM presentan una mayor cantidad de 
la proteína OprJ [325], y por otro, que mutantes nfxB* sobre-expresores de MexCD-OprJ 
presentaron menores niveles de la proteína OprM [139, 326]. Sin embargo, lo que nos llamó la 
atención fue que muchos de los genes que habíamos identificados como potencialmente 
regulados por NfxB de manera sinérgica o no con la acción de MexCD-OprJ también aparecían 
regulados de la misma manera en el mutante delecionado en mexB (Tablas A-1 y A-2 del anexo 
I). Entre ellos se pueden citar algunos relacionados con SST3, la degradación de antranilato, 
síntesis de cobalamina o el operón agtABCD. A pesar de que los análisis transcriptómicos no 
indican que existan variaciones significativas de expresión en los genes nfxB ni mexCD-oprJ entre 
el mutante ΔmexB y la estirpe parental, no podemos descartar que dichas variaciones tengan 
lugar a nivel de proteína. De hecho, se ha descrito que mutantes nfxB* [139] no presentan 
variaciones transcripcionales de oprM, en comparación con la estirpe silvestre, pero si en la 
cantidad de proteína OprM producida. De igual modo, y aunque no existen evidencias robustas 
al respecto, es posible que la mayor producción de MexCD-OprJ en el mutante ΔmexB pueda 
estar mediada por una represión post-transcripcional o por una pérdida de funcionalidad de la 
proteína NfxB [135, 302]. 
En general, nuestros análisis transcriptómicos comparativos entre las cepas sobre-
expresoras y delecionadas en los sistemas MexAB-OprM y MexCD-OprJ demuestra que la 
adquisición de resistencia a antibióticos mediante la sobre-expresión de sistemas RND puede 
conllevar una serie de cambios pleiotrópicos que pueden afectar a un gran número de procesos 
fisiológicos y que por tanto, en función de las condiciones ambientales podrían alterar tanto 
negativa como positivamente la competitividad de la bacteria. Además, se demuestra que no 
solo la sobre-expresión de sistemas RND puede conllevar efectos pleiotrópicos que afecten a la 
fisiología de la bacteria, sino que esto también puede ocurrir con la perdida de funcionalidad de 
estos sistemas posiblemente por alterar el flujo de determinados compuestos endógenos que 
podrían afectar, al igual que ocurre con mutantes resistentes a los antibióticos, tanto negativa 
como positivamente a la competitividad de la bacteria. Por último, podemos concluir que tanto 
la sobre-expresión como la deleción de estos sistemas RND puede provocar cambios similares 
en la expresión de muchos genes. Se puede pensar que estos efectos comunes derivados de la 
expresión de distintas bombas podrían estar motivados tanto por la posible expulsión de 
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metabolitos fundamentales para la célula como por el requerimiento energético asociado a la 
propia actividad de la bomba. Sin embargo, a pesar de que esta situación es posible, nuestros 
datos indican que cambios similares pueden deberse a mecanismos subyacentes distintos, como 
discutiremos a continuación que ocurre con los defectos de QS observados en nfxB* y mexR*, o 
a mecanismos de regulación cruzada, como podría estar ocurriendo en las cepas ΔmexB, nfxB* 
y nfxB*ΔmexD en las que algunas similitudes podrían estar causadas por la regulación 
antagónica existente entre ambos sistemas. 
5.3. La señalización mediada por quorum sensing es dependiente de los 
niveles de expresión de los sistemas RND, MexAB-OprM y MexCD-
OprJ 
Como hemos mencionado anteriormente, algunos estudios han correlacionado la 
adquisición de resistencia a los antibióticos mediada por la sobre-expresión de los sistemas 
MexAB-OprM y MexCD-OprJ con una disminución de la producción de algunos de los factores 
de virulencia controlados por el sistema de regulación dependiente de QS [242, 243, 245, 247]. 
Además, el análisis transcriptómico, tanto de cepas sobre-expresoras como de las delecionadas 
en estos sistemas RND desarrollado en este trabajo, demuestra que dicho sistema de regulación 
se ve afectado en función de los niveles de expresión y actividad de cada uno de estos sistemas 
de bombeo (Tablas A-1 y A-3 del anexo I). De hecho, de los 78 genes pertenecientes al regulón 
de QS que variaron su expresión en el mutante mexR* durante la fase exponencial de 
crecimiento, 55 no presentaban variaciones en la cepa ΔmexB o lo hicieron de manera inversa 
(70,5 %), mientras que de los 201 que lo hicieron durante la fase estacionaria de crecimiento, 
166 (82,6 %) recuperaron los niveles de expresión en la cepa ΔmexB o presentaron variaciones 
en el sentido opuesto a mexR*. Algo parecido pero más pronunciado ocurre con los mutantes 
sobreproductores y delecionados del sistema MexCD-OprJ, ya que de los 228 genes regulados 
por QS que variaron su expresión durante la fase exponencial de crecimiento en la cepa nfxB*, 
200 (87,7 %) no variaron en la cepa nfxB*ΔmexD o lo hicieron en sentido inverso a nfxB*, del 
mismo modo que ocurrió con 133 (86,9 %) de los 153 genes que variaron su expresión durante 
el crecimiento estacionario en la cepa nfxB*. Además, como ya hemos comentado 
anteriormente, estos cambios transcripcionales se correlacionaban en su mayoría con una 
disminución de la respuesta de QS de los mutantes sobre-expresores de los sistemas MexAB-
OprM y MexCD-OprJ que era restaurada e incluso ligeramente aumentada cuando se 
delecionaron cada uno de estos sistemas.  
Es de destacar que MexAB-OprM y MexCD-OprJ no son los únicos sistemas RND 
presentes en P. aeruginosa que han sido relacionados con QS (Figura 1.5). Se ha visto que 
mutantes sobre-expresores del sistema MexEF-OprN tienen también una respuesta a QS 
defectuosa [307] provocada por una expulsión masiva de kinurenina, un intermediario de la 
síntesis de uno de los precursores inmediatos de la síntesis de PQS y HHQ, el antranilato [50]. 
Asimismo, se ha propuesto que MexEF-OprN es capaz de expulsar HHQ [249]. Por su parte el 
sistema MexGHI-OpmD, cuya expresión está controlada positivamente por QS, es fundamental 
para un correcto funcionamiento de esta red de regulación. Se ha sugerido que MexGHI-OpmD 
expulsa antranilato, un precursor de moléculas señal de QS que a altas concentraciones es tóxico 
y además puede inhibir la síntesis de PQS y HHQ [255, 256]. Finalmente, se ha propuesto que 
MexAB-OprM es capaz de expulsar 3-oxo-C12-HSL, habiéndose sugerido que dicha expulsión la 
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causa principal de los defectos de QS observados en las cepas que sobre-expresan este sistema. 
En este trabajo hemos demostrado que la sobre-expresión de MexAB-OprM provoca en la fase 
estacionaria de crecimiento una mayor acumulación de esta molécula en el sobrenadante 
respecto a la cepa silvestre, lo que estaría de acuerdo con las sugerencias previas (Figura 4.16-
C). Sin embargo, el mutante sobreproductor también acumula mayores niveles de 3-oxo-C12-
HSL en el interior celular en dicha fase de crecimiento (Figuras 4.16-A y D). Esto indica que, en 
contra de lo previamente establecido, más que expulsar 3-oxo-C12-HSL, el mutante sobre-
expresor de MexAB-OprM, produce mayores cantidades de esta molécula señal. Además, 
durante el crecimiento exponencial, tanto la cepa sobre-expresora como la de perdida de 
función de MexAB-OprM presentaron menores niveles de acumulación de 3-oxo-C12-HSL que 
la cepa silvestre, tanto en el sobrenadante como en el extracto celular, siendo incluso 
ligeramente superior la acumulación en el interior celular de la cepa mexR* respecto al 
acumulado en el sobrenadante (Figuras 4.16-A, C y D). En su conjunto, estos resultados no 
concuerdan con la hipótesis de que este sistema RND es capaz de expulsar 3-oxo-C12-HSL al 
exterior celular. Aun así, en el supuesto caso de que estuviera siendo expulsada a través de 
MexAB-OprM, dicha expulsión no es suficiente para alterar en la medida necesaria los niveles 
intracelulares de esta molécula señal como para justificar los importantes defectos de QS que 
presenta la cepa sobre-expresora. Sin embargo, la producción tanto de C4-HSL (Figura 4.17) 
como de PQS y HHQ (Figura 4.18) sí parece verse afectada por la sobre-expresión de MexAB-
OprM. Puesto que los mayores defectos se observaron en la producción de PQS y HHQ y las 
mayores diferencias de expresión tuvieron lugar en los genes de síntesis de AQs, en los que se 
observó una expresión antagónica entre las cepas sobre-expresoras y delecionada en MexAB-
OprM (Figuras 4.12 y 4.13), nos planteamos la hipótesis de que, al igual que pasa con los sistemas 
MexEF-OprM y MexGHI-OpmD, MexAB-OprM pudiera estar expulsando alguno de los 
precursores de la síntesis de AQs y esto estuviera afectando a la producción de PQS y HHQ en 
cepas que sobre-expresan dicho sistema.  
En primer lugar analizamos la ruta de la kinurenina, que está implicada en la síntesis de 
antranilato a partir de triptófano y es considerada la principal ruta de biosíntesis de este 
precursor de AQs en un medio rico en nutrientes conteniendo triptófano [181, 187]. Para ello 
analizamos mediante HPLC-MS los niveles de acumulación tanto de kinurenina como de 
antranilato en el medio extracelular de cultivos de las cepas PAO1 y mexR* (Figuras 4.19-A, B y 
C). Los resultados mostraron que la sobre-expresión de MexAB-OprM no conlleva una excesiva 
acumulación de ninguno de estos precursores de AQs, sin embargo, si se observó una menor 
acumulación de antranilato en el medio que podía estar siendo causada, bien por una 
diminución en su síntesis, bien por una mayor acumulación intracelular, que podría estar 
provocada por la disminución de la expresión de MexGHI-OpmD observada en el mutante 
mexR* (Figura 4.13). Se ha descrito que mutantes sobre-expresores de MexEF-OprN, cuyos 
defectos de producción de PQS y HHQ estaban provocados por una disminución en la síntesis 
de antranilato, recuperaron el fenotipo silvestre con la suplementación del medio con 
antranilato [50]. Sin embargo, nuestros resultados muestran que la suplementación del medio 
LB con antranilato no es suficiente para recuperar los niveles de producción de AQs en la cepa 
mexR* (Figura 4.19-D). En base a estos resultados, podemos descartar la posibilidad la causa de 
los defectos observados en la síntesis de PQS y HHQ en el mutante sobre-expresor de MexAB-
OprM sea un defecto en la síntesis de antranilato.  
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Figura 5.1. Modelo actualizado del papel que pueden tener los sistemas de bombeo RND en el sistema 
de regulación mediado por QS presente en P. aeruginosa. La figura, modificada de [35], incluye la 
información generada en la presente Tesis. Los sistemas de bombeo MexEF-OprN y MexGHI-OpmD son 
capaces de alterar la respuesta de QS en función de sus niveles de expresión mediante la expulsión de 
las propias moléculas señal o bien de algunos de sus precursores más inmediatos. En este trabajo 
además demostramos que, en contra de lo descrito en otros trabajos, MexAB-OprM no es capaz de 
expulsar 3-oxo-C12-HSL. Por otro lado, su sobre-expresión parece indicar que los defectos observados 
en la síntesis de PQS y HHQ, además de en C4-HSL, son debidos a un defecto en la producción de ácido 
octanoico, uno de los precursores inmediatos de AQs. Por otro lado, en esta Tesis hemos demostrado 
que el sistema de bombeo MexCD-OprJ, además de expulsar kinurenina, es capaz de expulsar la 
molécula señal HHQ, del mismo modo que ocurre con el sistema MexEF-OprN pero probablemente con 
distinta afinidad. 
 
Se ha descrito que otro precursor fundamental de la síntesis de PQS y HHQ es el ácido 
octanoico, que da lugar a la cadena lateral característica de estas AQs mediante la acción de 
PqsC [182]. Por tanto, analizamos si los defectos en la producción de PQS y HHQ observados en 
la cepa mexR* podrían ser debidos a una disminución en la síntesis de este otro precursor de 
dichas moléculas. Nuestros resultados mostraron que la suplementación del medio con 
octanoato es capaz de restaurar, al menos parcialmente, la producción de piocianina en la cepa 
mexR* (Figura 4.21-F). Al mismo tiempo, se observó que, en presencia de octanoato, la 
producción de AQs aumentó en la cepa mexR* hasta recuperar los niveles propios de la cepa 
silvestre y de la delecionada una vez el cultivo alcanzó la fase estacionaria temprana de 
crecimiento (Figura 4.20). A pesar de que los niveles de AQs en fase estacionaria se recuperan 
en el mutante mexR* en presencia de octanoato, se observa un cierto retraso en dicha 
producción. Este retraso podría ser la causa de que no se recuperen, en el mutante mexR*, 
niveles de piocianina y C4-HSL hasta el nivel en el que se producen en la cepa silvestre cuando 
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el octanoato está presente en el medio (Figuras 4.21-D, E y F). Sin embargo, si se observa una 
recuperación total, en presencia de octanoato, de la producción de 3-oxo-C12-HSL en la cepa 
que sobre-expresa MexAB-OprM, acumulándose tanto en el medio extracelular como 
intracelularmente, alcanzando concentraciones similares a las observadas en la cepa silvestre 
(Figuras 4.21-A, B y C). Este resultado es una evidencia más de que la sobre-expresión de MexAB-
OprM no afecta directamente a los niveles de acumulación intracelular de 3-oxo-C12-HSL, ya 
que incluso cuando en la cepa mexR* se iguala la producción de 3-oxo-C12-HSL a la de la cepa 
silvestre, la acumulación de esta molécula señal en el medio respecto al extracto celular no se 
ve afectada por la sobre-expresión de MexAB-OprM. No obstante, es posible que 
indirectamente, los niveles de expresión de este sistema RND afecten a la producción de 3-oxo-
C12-HSL, ya que se observa que tanto en presencia como en ausencia de octanoato la 
producción de esta molécula es menor en el mutante de pérdida de funcionalidad de MexAB-
OprM, por lo que su expresión parece ser importante para una correcta señalización mediada 
por 3-oxo-C12-HSL. En base a estos resultados podemos concluir que, en contra de lo que está 
establecido en la bibliografía, los defectos de QS presentes en mutantes que sobre-expresan el 
sistema MexAB-OprM no son causados por la supuesta expulsión de 3-oxo-C12-HSL a través de 
este sistema RND, la cual no ha sido observada en este trabajo (Figura 4.16). Por el contrario, 
dichos defectos de QS si pueden asociarse a una disminución importante de la producción de 
PQS y HHQ causada en gran parte por una menor acumulación intracelular de ácido octanoico, 
lo cual deriva además en una disminución de la producción de C4-HSL ya que ésta es inducida 
de manera dependiente a PQS y HHQ. No obstante, es probable que ésta no sea la única razón 
de los defectos de QS observados en el mutante mexR* ya que la adición de octanoato al medio 
no fue suficiente para alcanzar los niveles de piocianina producidos por la cepa silvestre cuando 
crece en presencia de este sustrato (Figura 4.21-F). Además, en presencia de octanoato la cepa 
mexR* sigue presentando un retraso en la acumulación de AQs que podría estar afectando a su 
vez a la producción de C4-HSL y piocianina.  
Como hemos comentado en varias ocasiones, la sobre-expresión del sistema MexCD-
OprJ también provoca una gran deficiencia en la respuesta mediada por QS, que sido estudiada 
con detalle en este trabajo tanto por el análisis transcriptómico de las cepas nfxB* y nfxB*ΔmexD 
como por los fenotipos analizados que están bajo el control de este sistema de regulación, 
incluyendo la producción de piocianina, proteasas, ramnolípidos y la motilidad por swarming 
(Figura 4.22). Con el objetivo de esclarecer las posibles causas que estarían provocando estos 
defectos de señalización, realizamos un estudio exhaustivo sobre los niveles de acumulación 
intracelular y extracelular de las moléculas señal 3-oxo-C12-HSL, C4-HSL, PQS y HHQ tanto en el 
mutante de sobre-expresión como el de deleción del sistema MexCD-OprJ. Nuestros resultados 
muestran un pronunciado defecto en la producción de PQS y HHQ asociado a la sobre-expresión 
de este sistema RND (Figuras 4.25 y 26), corroborado por la disminución drástica observada en 
los ensayos de transcriptómica en la expresión del operón de síntesis de estas moléculas 
pqsABCDE-phnAB en las dos fases de crecimiento analizadas (Figuras 4.23 y 24). Es de destacar 
que este efecto es considerablemente mayor al provocado por la sobre-expresión del sistema 
MexAB-OprM. Sin embargo, respecto a 3-oxo-C12-HSL y C4-HSL las diferencias no fueron tan 
evidentes como se esperaba, aunque sí que se observó un ligero aumento en la acumulación de 
3-oxo-C12-HSL tanto en el interior como en el exterior celular (Figuras 4.27-A, B y C) y una 
también ligera disminución de la acumulación de C4-HSL en el medio extracelular (Figuras 4.27-
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D y E). Esta menor acumulación de dicha molécula señal se correlacionaba con la menor 
expresión del promotor PrhlI observada en fase exponencial pero contrastaba con el aumento 
provocado durante la fase estacionaria y que podría ser dependiente de la proteína reguladora 
NfxB (Figura 4.27-F). A pesar de que no hemos sido capaces de justificar este papel de NfxB sobre 
la expresión de rhlI, una posible explicación para esta relación inversa observada entre la 
producción de C4-HSL y la activación de PrhlI durante la fase estacionaria de crecimiento podría 
ser la acción de otra proteína reguladora que estuviera afectando a la expresión de rhlI de 
manera independiente a la acumulación de C4-HSL. Dicha proteína podría ser la propia NfxB o 
alguna otra controlada por NfxB, de modo que no tenga por qué mantenerse estrictamente una 
correlación entre el nivel de producción de C4-HSL y la activación del promotor PrhlI. 
Es de destacar que, pese a que la sobre-expresión tanto de MexAB-OprM como de 
MexCD-OprJ provocan un mayor impacto sobre la producción de AQs en comparación con el 
producido sobre la síntesis de AHLs, este impacto se produce de manera diferente en ambos 
casos. Además de que el impacto es mayor en el caso de MexCD-OprJ, los resultados mostrados 
en la presente tesis demuestran que la sobre-expresión de este sistema altera la relación de 
proporcionalidad entre la acumulación en el medio extracelular de HHQ y de PQS (Figuras 4.15-
B y 4.25-B). En este trabajo demostramos que esto es debido a que MexCD-OprJ es capaz de 
expulsar activamente HHQ al exterior celular, lo que, además de disminuir la activación del 
operón de síntesis de AQs, pqsABCDE-phnAB, provoca una menor disponibilidad intracelular de 
HHQ que impide que este sea utilizado como precursor de PQS, disminuyendo así drásticamente 
tanto la producción de AQs como la regulación mediada por PQS [206].  
Por otra parte, al igual que se hizo en el caso de MexAB-OprM, quisimos analizar si la 
expulsión a través de MexCD-OprJ de alguno de los precursores de la síntesis de AQs podía estar 
contribuyendo a disminuir la producción de AQs. En primer lugar, analizamos los intermediarios 
de la síntesis de antranilato y observamos que el mutante de sobre-expresión de MexCD-OprJ 
presenta un nivel de acumulación extracelular de kinurenina mayor que el observado en la cepa 
silvestre (Figuras 4.28-C y D) y un importante defecto de crecimiento cuando las únicas fuentes 
de carbono presentes en el medio son triptófano o kinurenina (Figura 4.28-E). Esto resultados 
indican que el sistema MexCD-OprJ es capaz de expulsar kinurenina, un compuesto que, al 
margen de ser precursor de PQS, tiene propiedades inmunomoduladoras [251, 253, 327]. Dicha 
expulsión podría afectar negativamente la producción de antranilato y AQs tal y como ocurre 
con mutantes sobre-expresores del sistema MexEF-OprN [50]. Sin embargo, al contrario de lo 
observado en cepas sobre-expresoras de MexEF-OprN, la suplementación del medio con 
antranilato no fue suficiente para restaurar los niveles de producción de PQS y HHQ en la cepa 
que sobre-expresa MexCD-OprJ (Figura 4.29). Estos resultados descartan que la expulsión de 
kinurenina a través de MexCD-OprJ sea la causa fundamental de la menor producción de AQs, 
al mismo tiempo que refuerzan nuestra hipótesis de que la expulsión de HHQ es la principal 
causa de los defectos de QS observados en el mutante nfxB*. Es interesante destacar que, a 
pesar de que se haya demostrado que los sistemas MexEF-OprN y MexCD-OprJ pueden expulsar 
tanto kinurenina [50] como HHQ [249], la manera en que dichas expulsiones afectan a la 
producción de PQS y HHQ es diferente en cada caso. Esto posiblemente esté relacionado con la 
afinidad que presentan ambos sustratos con cada sistema RND, lo que podría conllevar en el 
caso de MexEF-OprN una mayor expulsión de kinurenina respecto a HHQ y en el caso de MexCD-
OprJ una mayor expulsión de HHQ respecto a kinurenina.  
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Por otro lado, teniendo en cuenta que MexCD-OprJ ha sido propuesto como un sistema 
de bombeo RND capaz de expulsar ácidos grasos [245], existía la posibilidad de que una 
disminución de la síntesis de ácido octanoico pudiera ser la causa de la menor producción de 
PQS y HHQ. Sin embargo, los resultados obtenidos en medio suplementado con octanoato 
muestran que, independientemente de que MexCD-OprJ pueda expulsar o no ácidos grasos, la 
disponibilidad de este precursor inmediato de AQs presente en el medio no permitió que el 
mutante nfxB* recuperara los niveles de estas moléculas señal propios de la cepa silvestre 
(Figura 4.31). A pesar de que se observó un aumento en la acumulación de estas moléculas en 
el medio, llegando incluso a alcanzar en fase estacionaria temprana unos niveles similares a los 
de la cepa silvestre (Figura 4.31-A), los niveles de acumulación en el interior celular seguían 
siendo considerablemente menores que los de la cepa silvestre (Figura 4.31-B), lo cual 
demuestra una vez más el hecho de que MexCD-OprJ es capaz de expulsar activamente HHQ 
(Figura 4.31-C). Además, pese a que se produjo un ligero aumento en la producción piocianina 
en la cepa nfxB*, las diferencias respecto a la cepa silvestre seguían siendo muy pronunciadas 
(Figura 4.30), al mismo tiempo que las ligeras diferencias observadas en los niveles de AHLs 
fueron muy similares a las detectadas en ausencia de este precursor (Figura 4.32).  
Por tanto, en este trabajo queda demostrado que, a pesar de que tanto la sobre-
expresión de MexAB-OprM como la de MexCD-OprJ pueden provocar defectos en la señalización 
mediada por QS, las causas que provocan dichas deficiencias y el grado de afectación son 
diferentes en cada caso, siendo mayor en mutantes nfxB* que sobre-expresan el sistema 
MexCD-OprJ. En el caso de MexAB-OprM, un defecto en los niveles de acumulación intracelular 
de ácido octanoico, uno de los precursores inmediatos de PQS y HHQ, es la principal causa de 
estos defectos observados, aunque probablemente no la única. Respecto a MexCD-OprJ, a pesar 
de que hemos demostrado que es capaz de expulsar kinurenina y de que se ha propuesto que 
dicho sistema es capaz de expulsar ácidos grasos [245], es la expulsión de HHQ lo que provoca 
las deficiencias observadas en la producción de una apropiada respuesta de QS. Estos 
resultados, junto con los previamente publicados que demuestran la importancia de MexEF-
OprN y MexGHI-OpmD en la respuesta a QS, ponen de manifiesto la estrecha relación existente 
entre diferentes sistemas de bombeo RND codificados en el genoma de P. aeruginosa y la 
regulación dependiente de este complejo sistema de señalización (Figura 5.1). Estas evidencias 
avalan la capacidad de P. aeruginosa para modular la respuesta de QS ajustando los niveles de 
expresión de cada uno de estos sistemas RND, lo que permitiría un mayor control a la hora de 
establecer las relaciones intra- e interespecíficas que dependen de la red de señalización y 
respuesta a QS. 
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6. Conclusiones 
1. Los sistemas de bombeo MexAB-OprM, MexCD-OprJ y MexEF-OprN contribuyen a la 
resistencia intrínseca y adquirida de P. aeruginosa frente al nuevo antibiótico MDN-57.  
2. La causa esencial de resistencia a MDN-57 cuando P. aeruginosa crece bajo presión 
selectiva, son mutaciones en los genes hemA y hemD. Dado que dichos genes podrían 
ser esenciales en P. aeruginosa, es posible que HemA y HemD sean las dianas del 
antibiótico MDN-57. 
3. Tanto las mutaciones que dan lugar a la sobre-expresión como las que provocan la 
pérdida de funcionalidad de los sistemas de bombeo múltiple de drogas MexAB-OprM 
y MexCD-OprJ alteran la expresión de un elevado número de genes de P. aeruginosa, 
sin que la sobre-expresión y la pérdida de función tengan siempre un efecto opuesto. 
Estos resultados indican que estos sistemas son importantes para el mantenimiento de 
la homeostasis celular y deben expresarse al nivel fisiológico oportuno para no causar 
efectos deletéreos en la fisiología de P. aeruginosa. 
4. El papel de NfxB como regulador no se restringe únicamente al operón mexCD-OprJ, ya 
que la pérdida de funcionalidad del represor NfxB produce cambios en los niveles de 
expresión de muchos genes, de manera independiente a la sobre-expresión del sistema 
MexCD-OprJ. 
5. En contra de lo establecido en la bibliografía, el sistema de bombeo MexAB-OprM no 
contribuye activamente a la expulsión de 3-oxo-C12-HSL. 
6. Los defectos de QS asociados a la sobre-expresión de MexAB-OprM son causados por 
un defecto en la producción de PQS y HHQ originados en parte por una menor 
producción de ácido octanoico. 
7. Aunque la cepa que sobre-expresa el sistema MexCD-OprJ es capaz de expulsar 
kinurenina, los defectos de QS observados en dicha cepa son debidos 
fundamentalmente a una excesiva expulsión de HHQ al medio. 
8. Los niveles de expresión de los sistemas de bombeo múltiple de drogas MexAB-OprM y 
MexCD-OprJ afectan a la producción de las moléculas de señalización implicadas en la 
respuesta de QS mediante mecanismos subyacentes diferentes a los descritos para los 
sistemas RND, MexEF-OprN y MexGHI-OpmD. En este sentido, es importante destacar 
que la expresión controlada de cada uno de estos sistemas puede permitir modular la 
respuesta a QS de P. aeruginosa en función de las necesidades y del hábitat donde 
crezca el organismo. 
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Anexo I 
Tabla A-1. Lista completa de genes que presentaron variaciones de expresión significativas 
respecto a la cepa silvestre PAO1 en al menos una de las 4 cepas analizadas (mexR*, ΔmexB, 
nfxB* o nfxB*ΔmexD) durante la fase exponencial o estacionaria de crecimiento. Las variaciones 
fueron consideradas como significativas cuando presentaban un LogRatio > 1 (sobre-
expresados) o un LogRatio < -1 (Reprimidos) (LogRatio = Log2 (RPKMexperimental/RPKMcontrol)). Los 
genes marcados en negrita son genes que están regulados positiva o negativamente por el 
sistema de señalización por quorum sensing según se muestra en la Tabla A-3 del anexo I. 
 
Gen IDa 
Nombre 
del genb 
Descripciónc 
Fase exponencial de crecimientod 
(OD600 = 0,6) 
Fase estacionaria de crecimientoe 
(OD600 = 2,5) 
mexR*/ 
PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
mexR*/ 
PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
PA0007  hypothetical protein      1.02   
PA0009 glyQ glycyl-tRNA synthetase alpha chain      -1.02   
PA0024 hemF 
coproporphyrinogen III oxidase, 
aerobic 
     -1.08  -1.34 
PA0025 aroE shikimate dehydrogenase   -1.18      
PA0026 plcB phospholipase C, PlcB   -1.14      
PA0027  hypothetical protein   -2.04      
PA0028  hypothetical protein   -1.85      
PA0033 hptC 
Histidine phosphotransfer protein 
HptC 
  -1.16      
PA0047  hypothetical protein  -1.14       
PA0049  hypothetical protein      -1.16   
PA0050  hypothetical protein     1.24    
PA0051 phzH 
potential phenazine-modifying 
enzyme 
    -1.48  -1.74  
PA0052  hypothetical protein   -1.28   1.51   
PA0056  probable transcriptional regulator     1.07    
PA0058 dsbM DsbM  -1.27       
PA0059 osmC 
osmotically inducible protein 
OsmC 
    -1.06    
PA0061  hypothetical protein   -1.96      
PA0070 tagQ1 TagQ1     1.28    
PA0072 tagS1 TagS1 -1.08 -1.25 -1.16 -1.31    1.08 
PA0073 tagT1 TagT1 -1.28 -1.14 -1.59 -1.28  1.19  1.88 
PA0074 ppkA 
serine/threonine protein kinase 
PpkA 
       1.16 
PA0075 pppA PppA   -1.07     1.19 
PA0076 tagF1 TagF1 -1.07 -1.21 -1.37  1.4 1.76 1.24 1.74 
PA0077 icmF1 IcmF1     1.16   1.23 
PA0078 tssL1 TssL1     1.52  1.08 1.58 
PA0084 tssC1 TssC1     1.1    
PA0085 hcp1 Hcp1     1.41   1.24 
PA0088 tssF1 TssF1     1.36   1.19 
PA0089 tssG1 TssG1     1.03   1.06 
PA0090 clpV1 ClpV1     1.45 1.25  1.89 
PA0091 vgrG1 VgrG1     1.44   1.38 
PA0096  hypothetical protein     1.07 1.25  1.96 
PA0097  hypothetical protein   -1.04      
PA0098  hypothetical protein  -1.07 -1.27     1.22 
PA0100  hypothetical protein        1.06 
PA0101  hypothetical protein      1.05  1.54 
PA0108 coIII cytochrome c oxidase, subunit III   -1.12      
PA0109  hypothetical protein   -1.53      
PA0111  hypothetical protein      1.23   
PA0112  hypothetical protein     1.02    
PA0117  probable short chain 
dehydrogenase 
  -1.1 -1.1     
PA0120  probable transcriptional regulator   -1.04      
PA0122 rahU rahU  1.43 -1.16  -1.01  -1.11  
PA0129 bauD Amino acid permease    -1.15     
PA0131 bauB BauB  -1.68  -1.33 1.24 1.27  1.7 
PA0132 bauA 
Beta-alanine:pyruvate 
transaminase 
     1.03  1.27 
PA0134  probable guanine deaminase   -1.37      
PA0135  hypothetical protein   -1.68  1.13 1.03 1.9 1.18 
PA0139 ahpC 
alkyl hydroperoxide reductase 
subunit C 
     1.13  1.37 
PA0140 ahpF 
alkyl hydroperoxide reductase 
subunit F 
     2.28  2.77 
PA0141  conserved hypothetical protein   -1.51     -1.01 
PA0144  hypothetical protein -1.34 -1.11 -2.99 -1.03     
PA0150  anti-sigma factor -1.35 -1.64 -1.73      
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Gen IDa 
Nombre 
del genb 
Descripciónc 
Fase exponencial de crecimientod 
(OD600 = 0,6) 
Fase estacionaria de crecimientoe 
(OD600 = 2,5) 
mexR*/ 
PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
mexR*/ 
PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
PA0152 pcaQ transcriptional regulator PcaQ  -1.07       
PA0157 triB 
RND triclosan efflux membrane 
fusion protein, TriB 
 -1.19       
PA0160  hypothetical protein 1.29 1.3       
PA0161  hypothetical protein 1.75 1.66     1.08  
PA0163  probable transcriptional regulator       1.23  
PA0164  probable gamma-
glutamyltranspeptidase 
  -1.87      
PA0165  hypothetical protein        -1.02 
PA0168  conserved hypothetical protein  -1.5 -1.14      
PA0170  hypothetical protein       1.21  
PA0171  hypothetical protein   1.12    1.05  
PA0172 siaA SiaA       1.09  
PA0176 aer2 aerotaxis transducer Aer2      1.19  1.04 
PA0178  probable two-component sensor   -1.77   1.1   
PA0179  probable two-component 
response regulator 
 1.1       
PA0181  probable transcriptional regulator   -1.15      
PA0182  probable short-chain 
dehydrogenase 
 -1.28 -1.2    1.2  
PA0187  hypothetical protein       -1.19  
PA0193  hypothetical protein      1.07   
PA0195 pntAA 
putative NAD(P) transhydrogenase, 
subunit alpha part 1 
  -1.32   1.25  1.05 
PA0199 exbD1 transport protein ExbD   -2.03      
PA0200  hypothetical protein       -1.49  
PA0201  hypothetical protein   -1.28      
PA0207  probable transcriptional regulator   -1.48      
PA0209  conserved hypothetical protein  -1.2       
PA0213  hypothetical protein   -1.24 -1.24     
PA0214  probable acyl transferase  -1.29 -1.11      
PA0227  probable CoA transferase, subunit 
B 
  -1.16 -1.11     
PA0228 pcaF beta-ketoadipyl CoA thiolase PcaF  -1.19 -1.15 -1.08     
PA0230 pcaB 
3-carboxy-cis,cis-muconate 
cycloisomerase 
 -1.19 -1.53      
PA0233  probable transcriptional regulator   -1.23      
PA0236  probable transcriptional regulator -1.01        
PA0245 aroQ2 3-dehydroquinate dehydratase      -1.09   
PA0249  probable acetyltransferase      1.95  1.76 
PA0250  conserved hypothetical protein      2.67  2.09 
PA0252  hypothetical protein  -1.09 -1.02      
PA0263 hcpC secreted protein Hcp       -1.4 -1.26 
PA0264  hypothetical protein    1.5     
PA0266 davT 
delta-aminovalerate 
aminotransferase 
   1.36     
PA0267  hypothetical protein -1  -1.26      
PA0276  hypothetical protein   -1.92      
PA0277  conserved hypothetical protein   1.3      
PA0278  hypothetical protein  -1.1       
PA0279  probable transcriptional regulator  -1.26 -1.17      
PA0281 cysW sulfate transport protein CysW     1.44 -1.12   
PA0282 cysT sulfate transport protein CysT  -1.82  -1.59  -1.22   
PA0283 sbp sulfate-binding protein precursor  -1.2    -1.78  -1.82 
PA0284  hypothetical protein  -1.44    -1.72  -1.53 
PA0289 gpuR transcriptional activator GpuR   -1.14      
PA0291 oprE 
Anaerobically-induced outer 
membrane porin OprE precursor 
     -1.19   
PA0294 aguR transcriptional regulator AguR   -1.77      
PA0295  probable periplasmic polyamine 
binding protein 
     -1.22  -1.39 
PA0297 spuA 
probable glutamine 
amidotransferase 
      1.09  
PA0310  hypothetical protein   -1.24      
PA0320 carO 
calcium-regulated OB-fold protein 
CarO 
     -1.48 1.09  
PA0332  hypothetical protein -1.09 -1.39 -1.73 -1.67  1.26   
PA0333  hypothetical protein  -1.09       
PA0339  hypothetical protein   -1.06      
PA0341 lgt 
prolipoprotein diacylglyceryl 
transferase 
     -1.61   
PA0344  hypothetical protein   -1.18      
PA0345  hypothetical protein   -1.19      
PA0350 folA dihydrofolate reductase  -1.19       
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Gen IDa 
Nombre 
del genb 
Descripciónc 
Fase exponencial de crecimientod 
(OD600 = 0,6) 
Fase estacionaria de crecimientoe 
(OD600 = 2,5) 
mexR*/ 
PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
mexR*/ 
PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
PA0357 mutM 
formamidopyrimidine-DNA 
glycosylase 
 -1.3       
PA0359  hypothetical protein   -1.23      
PA0363 coaD 
phosphopantetheine 
adenylyltransferase 
     -1.01   
PA0369  Uncharacterized protein -1.17 -1.54 -1.34 -1.62  1.02   
PA0377  hypothetical protein  -1.45 -1.34 -1.1     
PA0378  probable transglycosylase  -1.2       
PA0380  conserved hypothetical protein  -1.24  -1   1.08  
PA0381 thiG 
thiamine biosynthesis protein, 
thiazole moiety 
     -1.08   
PA0382 micA DNA mismatch repair protein MicA  -1.03    -1.33  -1.36 
PA0385  hypothetical protein      -1.31   
PA0386  probable oxidase  -1.04       
PA0387  conserved hypothetical protein   -1.06   1.49  1.12 
PA0389  hypothetical protein      -1.45  -1.06 
PA0391  hypothetical protein        -1.05 
PA0393 proC pyrroline-5-carboxylate reductase  -1.16 -1.3      
PA0401  noncatalytic dihydroorotase-like 
protein 
  -1.44      
PA0403 pyrR transcriptional regulator PyrR   -1.07      
PA0410 pilI twitching motility protein PilI   -1.07      
PA0411 pilJ twitching motility protein PilJ   -1.06   -1.06   
PA0412 pilK methyltransferase PilK   -1.08      
PA0413 chpA 
component of chemotactic signal 
transduction system 
  -1.1      
PA0414 chpB probable methylesterase   -1.03      
PA0415 chpC probable chemotaxis protein   -1.15      
PA0416 chpD probable transcriptional regulator   -1.02      
PA0417 chpE probable chemotaxis protein  -1.24       
PA0419  conserved hypothetical protein  -1.09       
PA0424 mexR 
multidrug resistance operon 
repressor MexR 
5.09    4.09    
PA0425 mexA 
RND multidrug efflux membrane 
fusion protein MexA precursor 
2.96    2.36    
PA0426 mexB 
RND multidrug efflux transporter 
MexB 
2.98 -1.68   2.41 -1.79   
PA0427 oprM 
Major intrinsic multiple antibiotic 
resistance efflux outer membrane 
protein OprM 
2.8 -1.31   2.55    
PA0437 codA cytosine deaminase      -1.09  -1.56 
PA0440  probable oxidoreductase        1.29 
PA0441 dht dihydropyrimidinase   -1.45      
PA0446  conserved hypothetical protein     1.46  1.61  
PA0447 gcdH glutaryl-CoA dehydrogenase     1.13  1.33  
PA0449  hypothetical protein      1.31  1.12 
PA0451  conserved hypothetical protein   -1.17   2.4  1.9 
PA0452  probable stomatin-like protein      1.71  1.55 
PA0459  probable ClpA/B protease ATP 
binding subunit 
  -2.66      
PA0466  hypothetical protein    1.24     
PA0467  conserved hypothetical protein   -1.56      
PA0468  hypothetical protein   -2      
PA0472 fiuI FiuI   1.15  -1.38  -1.13  
PA0474  hypothetical protein        1.22 
PA0477  probable transcriptional regulator   -1.23      
PA0479  probable transcriptional regulator   -1.48      
PA0483  probable acetyltransferase -1.04  -1.12      
PA0489  probable phosphoribosyl 
transferase 
 -1.05       
PA0492  conserved hypothetical protein -1.35 -1.48  -1.82     
PA0493  probable biotin-requiring enzyme     1.24  1.36  
PA0501 bioF 8-amino-7-oxononanoate synthase   -1.44   1.62  1.32 
PA0502  probable biotin biosynthesis 
protein bioH 
  -1.11   1.45  1.05 
PA0503  probable biotin synthesis protein 
BioC 
 -1.02 -1.19   1.43  1.13 
PA0504 bioD dethiobiotin synthase -1.19 -1.49 -1.68   1.08   
PA0506  probable acyl-CoA dehydrogenase      1.28  1.25 
PA0509 nirN NirN  -1.33 -1.98 -1.53 -1.63 -3.82  -4.58 
PA0510 nirE NirE  -1.16 -2.39 -1.2 -1.22 -3.46  -4.25 
PA0511 nirJ heme d1 biosynthesis protein NirJ  -1.02 -2.26  -1.46 -3.58  -4.28 
PA0512 nirH NirH  -1.04 -2.47  -1.27 -3.07  -3.83 
PA0513 nirG NirG   -2.55  -1.39 -3.71  -4.5 
PA0514 nirL heme d1 biosynthesis protein NirL   -2.65  -1.13 -3.38  -3.91 
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Gen IDa 
Nombre 
del genb 
Descripciónc 
Fase exponencial de crecimientod 
(OD600 = 0,6) 
Fase estacionaria de crecimientoe 
(OD600 = 2,5) 
mexR*/ 
PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
mexR*/ 
PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
PA0515  probable transcriptional regulator   -2.2  -1.36 -3.76  -3.48 
PA0516 nirF heme d1 biosynthesis protein NirF   -2.83  -1.53 -3.95  -3.84 
PA0517 nirC 
probable c-type cytochrome 
precursor 
  -3.57  -1.09 -3.88  -3.1 
PA0518 nirM cytochrome c-551 precursor   -2.72  -1.92 -4.08  -4.28 
PA0519 nirS nitrite reductase precursor     -2.11 -2.94  -3.67 
PA0520 nirQ regulatory protein NirQ     -1.88  -1.29 -1.48 
PA0521  probable cytochrome c oxidase 
subunit 
 -1.06 -1.51  -2.56 -1.73 -2.15 -2.23 
PA0522  hypothetical protein   -1.77  -2.39 -1.52 -1.47 -1.38 
PA0523 norC nitric-oxide reductase subunit C     -4.84 -1.2 -3.07 -2.77 
PA0524 norB nitric-oxide reductase subunit B     -4.17 -1.28 -2.96 -2.26 
PA0525 norD 
probable dinitrification protein 
NorD 
  -1.13  -3.02 -3.07 -1.97 -2.66 
PA0526  hypothetical protein   -1.66  -1.47   -1.46 
PA0529  conserved hypothetical protein   -2.51      
PA0530  
probable class III pyridoxal 
phosphate-dependent 
aminotransferase 
  -2.68      
PA0531  probable glutamine 
amidotransferase 
1  -1.71 1.34     
PA0532  hypothetical protein       1.32  
PA0534 pauB1 FAD-dependent oxidoreductase     -1.11    
PA0539  hypothetical protein   -1.19      
PA0542  conserved hypothetical protein   -1.06      
PA0543  hypothetical protein      1.07  1.01 
PA0545  hypothetical protein   -1.91  1.6    
PA0549  hypothetical protein  -1.12       
PA0550  conserved hypothetical protein      -1.35   
PA0556  hypothetical protein  -1.46 -1.08    1.24  
PA0558  conserved hypothetical protein   -1.43      
PA0562  probable hydrolase  -1.03       
PA0570  hypothetical protein  -1.19       
PA0572  hypothetical protein   -1.18      
PA0579 rpsU 30S ribosomal protein S21   1.21   -1.14   
PA0592 ksgA 
rRNA (adenine-N6,N6)-
dimethyltransferase 
     -1.03   
PA0595 lptD LPS-assembly protein LptD      -1.28  -1.04 
PA0597  probable nucleotidyl transferase   -1.13      
PA0603 agtA AgtA  1.85 1.51 3     
PA0604 agtB AgtB  2.44 1.5 2.74     
PA0605 agtC AgtC  3.07 1.19 3.48     
PA0606 agtD AgtD  2.9 1.07 3.11     
PA0608  probable phosphoglycolate 
phosphatase 
     -1.08   
PA0612 ptrB repressor, PtrB  -1.66    1.38 1.13 1.7 
PA0627  conserved hypothetical protein   1.01      
PA0630  hypothetical protein  -1.48  -1.02     
PA0642  hypothetical protein   1.25      
PA0643  hypothetical protein   1.02      
PA0644  hypothetical protein   1.19      
PA0652 vfr transcriptional regulator Vfr      -1.16   
PA0654 speD 
S-adenosylmethionine 
decarboxylase proenzyme 
  1.05      
PA0665  conserved hypothetical protein     -1.25    
PA0666  conserved hypothetical protein      -1.09  -1.23 
PA0668.1  16S ribosomal RNA  -1.79  -1.01 -1.17 -1.55 -1.34  
PA0668.3  tRNA-Ala -1.24 -1.24 -1.24   1.26 1.3  
PA0668.4  23S ribosomal RNA -1.2 -1.77   -1.77 -2.09 -1.93  
PA0668.5  5S ribosomal RNA 1.49       1.01 
PA0672 hemO heme oxygenase        1.16 
PA0678 hxcU HxcU        1.7 
PA0679 hxcP HxcP -1.12        
PA0680 hxcV HxcV       1.18  
PA0691 phdA prevent-host-death protein A     -1.13    
PA0694 exbD2 transport protein ExbD    -1.01     
PA0698  hypothetical protein      1  1.17 
PA0700  hypothetical protein  -1.02 -1.06   1.12   
PA0704  probable amidase  -1.07 -1.07      
PA0708.1  Uncharacterized protein 1.12      1.13  
PA0710 gloA2 lactoylglutathione lyase 1.17        
PA0711  hypothetical protein -1.05      1.22  
PA0712  hypothetical protein   -1.29      
PA0713  hypothetical protein   -1.73      
PA0714  hypothetical protein   -1.51      
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nfxB*/ 
PAO1 
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PAO1 
PA0716  hypothetical protein      -1.27  -1.28 
PA0717  hypothetical protein of 
bacteriophage Pf1 
       -1.52 
PA0718  hypothetical protein of 
bacteriophage Pf1 
       -1.04 
PA0721  hypothetical protein of 
bacteriophage Pf1 
-1.08 -1.08 -1.08  1.17  1.13  
PA0725  hypothetical protein of 
bacteriophage Pf1 
   -1.02     
PA0737  hypothetical protein        1.05 
PA0738  conserved hypothetical protein 1.68 1.75  1.61     
PA0743  probable 3-hydroxyisobutyrate 
dehydrogenase 
     1.18   
PA0752  conserved hypothetical protein    -1.07     
PA0753  hypothetical protein       1.01  
PA0754  hypothetical protein    -1.09     
PA0774  conserved hypothetical protein      -1.29   
PA0777  hypothetical protein  -1.08 -1.17      
PA0779 asrA AsrA     1.36    
PA0782 putA proline dehydrogenase PutA  -1.02  -1.04     
PA0786  probable transporter  -1.38 -1.16      
PA0787  hypothetical protein   -1.59      
PA0788  hypothetical protein   -1.04   1.35  1.03 
PA0796 prpB 
carboxyphosphonoenolpyruvate 
phosphonomutase 
     -1.06   
PA0797  probable transcriptional regulator -1.24 -1.31       
PA0800  hypothetical protein   1.18      
PA0801  hypothetical protein  -1.55       
PA0802  hypothetical protein  -1.16       
PA0810  probable haloacid dehalogenase   -1.06      
PA0813  hypothetical protein      1.2   
PA0814  conserved hypothetical protein      1.29 1.31 1.7 
PA0815  probable transcriptional regulator   -1.06      
PA0816  probable transcriptional regulator   -1.41   1.02   
PA0818  hypothetical protein   -1.51      
PA0823  hypothetical protein -1.47 -1.47  -1.47     
PA0835 pta phosphate acetyltransferase   -2.19      
PA0836 ackA acetate kinase   -1.4      
PA0840  probable oxidoreductase     1.02    
PA0848 ahpB 
alkyl hydroperoxide reductase, 
AhpB 
     4.98  4.33 
PA0849 trxB2 thioredoxin reductase 2      3.07  3.39 
PA0850  hypothetical protein   -1.05      
PA0851  hypothetical protein     -1.64  -1.19  
PA0852 cbpD 
chitin-binding protein CbpD 
precursor 
-1.4  -1.22  -1.64  -1.67  
PA0852.1  Uncharacterized protein     -1.72  -1.67  
PA0855  hypothetical protein -1.1        
PA0859  hypothetical protein  -1.08    1.31  1.08 
PA0861 rbdA RbDA   -1.07      
PA0865 hpd 
4-hydroxyphenylpyruvate 
dioxygenase 
  1.79 -1.22     
PA0866 aroP2 
aromatic amino acid transport 
protein AroP2 
  2.61      
PA0878  hypothetical protein     1.17  1.37  
PA0879  probable acyl-CoA dehydrogenase     1.35  1.8  
PA0880  probable ring-cleaving dioxygenase     1.35  1.61  
PA0881  hypothetical protein     1.75  2.05  
PA0882  hypothetical protein     1.07  1.43  
PA0883  probable acyl-CoA lyase beta chain     1.13  1.69  
PA0884  probable C4-dicarboxylate-binding 
periplasmic protein 
    1.16  1.73  
PA0885  probable C4-dicarboxylate 
transporter 
      1.23  
PA0886  probable C4-dicarboxylate 
transporter 
      1.14  
PA0887 acsA acetyl-coenzyme A synthetase  -1.38 1.22 -1.66  -1.35 1.21 -1.19 
PA0887.1 P7 P7      -2.51 -2.51 -2.51 
PA0891  hypothetical protein  -1.02  -1.18     
PA0902  hypothetical protein  -1.19       
PA0905.1  tRNA-Ser -1.34 -1.11 -2.48 -2.48 1.33   1.29 
PA0905.2  tRNA-Arg       -1.19  
PA0905.3  tRNA-Arg    1.12     
PA0911 alpE AlpE   1.01      
PA0912  hypothetical protein   -1.12      
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PAO1 
PA0914  hypothetical protein -1.07 -1.88  -1.17     
PA0915  conserved hypothetical protein -1.49 -1.21       
PA0922.1  tRNA-Met 1.27      1.96  
PA0929  two-component response regulator   1.58      
PA0930  two-component sensor  -1.41       
PA0936 lpxO2 
lipopolysaccharide biosynthetic 
protein LpxO2 
       -1.03 
PA0952  hypothetical protein      -1.18  -1.05 
PA0955  hypothetical protein      -1.57  -1.54 
PA0961  probable cold-shock protein       1.39  
PA0962 dps 
DNA-binding protein from starved 
cells, Dps 
     1.33  1.32 
PA0963 aspS aspartyl-tRNA synthetase      -1.12  -1.01 
PA0964 pmpR 
pqsR-mediated PQS regulator, 
PmpR 
     -1.25  -1.15 
PA0977  hypothetical protein        1.25 
PA0989  hypothetical protein   1.01   -1.02   
PA0996 pqsA PqsA -5.04 2.3 -4.95 1.86 -1    
PA0997 pqsB PqsB -4.67 2.7 -4.57 2.15 -1.13  -1.45  
PA0998 pqsC PqsC -4.46 3.31 -4.28 2.48   -1.49  
PA0999 pqsD 
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] 
synthase III 
-3.25 3.08 -3.23 2.35 -1.1  -1.58  
PA1000 pqsE Quinolone signal response protein -3.11 2.99 -3.2 2.31 -1.04  -1.42  
PA1001 phnA anthranilate synthase component I -2.74 3.03 -2.69 2.28 -1.15  -1.37  
PA1002 phnB 
anthranilate synthase component 
II 
-3.09 2.65 -2.31 2.09 -1.15  -1.62  
PA1008 bcp 
bacterioferritin comigratory 
protein 
     -1.04   
PA1011  hypothetical protein      -1.01   
PA1012  conserved hypothetical protein      -1.07   
PA1013.1  tRNA-Ser      -1.58  -1.17 
PA1015  probable transcriptional regulator      -1.29   
PA1020  probable acyl-CoA dehydrogenase   -1.14      
PA1021  probable enoyl-CoA 
hydratase/isomerase 
  -1.07      
PA1026  hypothetical protein      -1.21  -1.03 
PA1029  hypothetical protein   -1.19      
PA1034  hypothetical protein      -1.26   
PA1041  probable outer membrane protein 
precursor 
  -1.27      
PA1050  conserved hypothetical protein   -1.68      
PA1052  conserved hypothetical protein  -1.8 -1.34 -1.66     
PA1058 shaE ShaE  -1.12    1.25   
PA1063  hypothetical protein   -1.19      
PA1076  hypothetical protein   -1.05      
PA1077 flgB 
flagellar basal-body rod protein 
FlgB 
     1.23   
PA1078 flgC 
flagellar basal-body rod protein 
FlgC 
     1.57  1.36 
PA1081 flgF 
flagellar basal-body rod protein 
FlgF 
     1.88  1.62 
PA1111  hypothetical protein   -1.11      
PA1114  hypothetical protein   -1.33      
PA1116  hypothetical protein      -1.08   
PA1123  hypothetical protein   -1.11   -2.23  -2.09 
PA1125  probable cobalamin biosynthetic 
protein 
  -1.23 -1.05     
PA1127  probable oxidoreductase   -1.15      
PA1129 fosA fosfomycin resistance protein, FosA   -1.12      
PA1130 rhlC rhamnosyltransferase 2   -1.51      
PA1131  probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
-1.1  -1.79      
PA1134  hypothetical protein 1.26   1.04     
PA1137  probable oxidoreductase   -3.4 -1.43  1.83  2.34 
PA1139  hypothetical protein  -1.29 -1.71      
PA1146  probable iron-containing alcohol 
dehydrogenase 
 -1       
PA1149  hypothetical protein      1.12 1.31 1.22 
PA1153  hypothetical protein     1.18  1.41  
PA1155 nrdB 
NrdB, tyrosyl radical-harboring 
component of class Ia 
ribonucleotide reductase 
     -1.43  -1.33 
PA1156 nrdA 
NrdA, catalytic component of class 
Ia ribonucleotide reductase 
     -1.39  -1.26 
PA1160  hypothetical protein  -1.4 -1.48 -1.41     
PA1161 rrmA rRNA methyltransferase  -1.55  -1.45     
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PA1165 pcpS PcpS  -1.05  -1.22     
PA1166  hypothetical protein   -1.6      
PA1167  hypothetical protein   -1.29      
PA1168  hypothetical protein   -2.05      
PA1176 napF ferredoxin protein NapF  -2.13 -1.8 -1.11  1.85  1.57 
PA1177 napE 
periplasmic nitrate reductase 
protein NapE 
  -1.03      
PA1179 phoP 
two-component response regulator 
PhoP 
     1.05   
PA1180 phoQ two-component sensor PhoQ      1.01   
PA1183 dctA C4-dicarboxylate transport protein   -1.73   1.25  1.33 
PA1185  probable glutathione S-transferase  -1.03   1.15 1.43  1.26 
PA1191  hypothetical protein   -1.23      
PA1192  conserved hypothetical protein      -1.49  -1.13 
PA1196  probable transcriptional regulator   -1.9   1.17  1.44 
PA1197  hypothetical protein   -2.55      
PA1198  conserved hypothetical protein      -1.48  -1.25 
PA1211  hypothetical protein      2.32  1.78 
PA1212  probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
    -1.44 1.52 -1.22 1.04 
PA1213  hypothetical protein     -1.22 2.1 -1.84 1.72 
PA1214  hypothetical protein     -1.36 1.97 -1.64 1.51 
PA1215  hypothetical protein     -1.2 1.58 -1.89 1.32 
PA1216  hypothetical protein     -1.31 1.34 -1.87  
PA1217  probable 2-isopropylmalate 
synthase 
    -1.3 1.67 -1.61 1.18 
PA1218  hypothetical protein     -1.36 1.76 -1.59 1.32 
PA1219  hypothetical protein     -1.17 1.67 -1.57 1.06 
PA1220  hypothetical protein     -1.34 1.47 -1.13 1.34 
PA1221  hypothetical protein     -1.6 1.07 -1.03  
PA1223  probable transcriptional regulator   -1.73   1.12   
PA1227  hypothetical protein   -1.26      
PA1229  probable transcriptional regulator   -1.34      
PA1230  hypothetical protein   1.21      
PA1231  conserved hypothetical protein        1 
PA1235  probable transcriptional regulator  -1.21 -1.11      
PA1239  hypothetical protein      1.55  1.07 
PA1242 sprP SprP     -1.05    
PA1245 aprX AprX   -1.47      
PA1246 aprD 
alkaline protease secretion protein 
AprD 
  -1.92      
PA1247 aprE 
alkaline protease secretion protein 
AprE 
  -1.33      
PA1250 aprI alkaline proteinase inhibitor AprI -1.25        
PA1259 lhpH LhpH    -1.01     
PA1261 lhpR Transcriptional regulator, LhpR  -1.13       
PA1268 lhpA Hydroxyproline 2-epimerase, LhpA   -1.12 -1.12     
PA1273 cobB cobyrinic acid a,c-diamide synthase  -1.49  -1.15     
PA1274  conserved hypothetical protein  -1.35       
PA1275 cobD 
cobalamin biosynthetic protein 
CobD 
 -1.02  -1.07     
PA1276 cobC 
cobalamin biosynthetic protein 
CobC 
 -1.22 -1.29 -1.11     
PA1277 cobQ cobyric acid synthase   -1.05      
PA1278 cobP cobinamide kinase  -1.04 -1.21      
PA1279 cobU 
nicotinate-nucleotide--
dimethylbenzimidazole 
phosphoribosyltransferase 
 -1.31 -1.86     1.22 
PA1280  hypothetical protein -1.25 -1.36 -1.04      
PA1281 cobV cobalamin (5'-phosphate) synthase  -1.17 -1.05     1.06 
PA1282  probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
       1.39 
PA1283  probable transcriptional regulator   -1.08      
PA1289  hypothetical protein   -1.23   1.27  1.24 
PA1299  conserved hypothetical protein      -1.17   
PA1300  ECF sigma factor -1.11        
PA1317 cyoA 
cytochrome o ubiquinol oxidase 
subunit II 
 1.01  1.54 -1.39 1.87 -1.08 1.67 
PA1318 cyoB 
cytochrome o ubiquinol oxidase 
subunit I 
 1.17  1.48  2.14  1.97 
PA1319 cyoC 
cytochrome o ubiquinol oxidase 
subunit III 
 1.12  1.48  2.19 -1.26 2.08 
PA1320 cyoD 
cytochrome o ubiquinol oxidase 
subunit IV 
     1.68  1.56 
PA1321 cyoE 
cytochrome o ubiquinol oxidase 
protein CyoE 
     1.59  1.39 
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PA1323  hypothetical protein     -1.11    
PA1324  hypothetical protein     -1.19    
PA1324.1 P9 P9 -1.36  -2.18 -1.2     
PA1328  probable transcriptional regulator   -1.12      
PA1329  conserved hypothetical protein      1.05   
PA1332  hypothetical protein       1.09  
PA1349  conserved hypothetical protein    1  1.02   
PA1355  hypothetical protein      1.6 1.38 1.63 
PA1356  hypothetical protein      1.51  1.02 
PA1357  conserved hypothetical protein  -1.16     1.17  
PA1359  probable transcriptional regulator  -1.86       
PA1360  conserved hypothetical protein -1.04        
PA1372  hypothetical protein        -1.07 
PA1373 fabF2 
3-oxoacyl-acyl carrier protein 
synthase II 
       1.08 
PA1375 pdxB 
erythronate-4-phosphate 
dehydrogenase 
-1.02 -1.76 -1.38 -1.24     
PA1394  hypothetical protein  -1.02       
PA1404  hypothetical protein   1.45      
PA1406  hypothetical protein   -1.09      
PA1408  hypothetical protein   -1.14      
PA1415  hypothetical protein  -1.18  -1.01  1.26   
PA1416  conserved hypothetical protein  -1.52 -1.21 -1.15     
PA1417  probable decarboxylase   -1.39 -1.03     
PA1418  probable sodium:solute symport 
protein 
  -1.04      
PA1419  probable transporter  -1.12 -1.44 -1.03     
PA1420  hypothetical protein  -1.34 -1.84    1.1  
PA1421 gbuA guanidinobutyrase   -1.38   -1.2   
PA1429  probable cation-transporting P-
type ATPase 
  -2.06  1.12 1.15  1.48 
PA1434  hypothetical protein  -1.18       
PA1465  hypothetical protein  -1.03 -1.82 -1.02  1.01  1.12 
PA1467  hypothetical protein    -1.15     
PA1469  hypothetical protein  -1.12       
PA1475 ccmA heme exporter protein CcmA  -1.14       
PA1478  hypothetical protein      -1.2  -1 
PA1479 ccmE 
cytochrome C-type biogenesis 
protein CcmE 
     -1.12   
PA1489  hypothetical protein        1.02 
PA1495  hypothetical protein  -2.01 -1.72 -1.18     
PA1501  conserved hypothetical protein   -1.04      
PA1503  hypothetical protein   -1.53      
PA1506  hypothetical protein  -1.39 -1.91      
PA1512 hcpA secreted protein Hcp   1.15      
PA1522  hypothetical protein   -1.27   1.01   
PA1523 xdhB xanthine dehydrogenase   -1.09   1.24   
PA1524 xdhA xanthine dehydrogenase   -1.08   1.09   
PA1531  hypothetical protein        -1 
PA1533  conserved hypothetical protein        -1.27 
PA1539  hypothetical protein   -1.02      
PA1541  probable drug efflux transporter        1.68 
PA1547  hypothetical protein -1.14 -1.1 -1.53 -1.43     
PA1549  probable cation-transporting P-
type ATPase 
  -1.33      
PA1550  hypothetical protein   -1.08      
PA1551  probable ferredoxin   -1.14      
PA1552.1 ccoQ1 
Cytochrome c oxidase, cbb3-type, 
CcoQ subunit 
     -1.31  -1.71 
PA1553 ccoO1 
Cytochrome c oxidase, cbb3-type, 
CcoO subunit 
     -1.32  -1.43 
PA1554 ccoN1 
Cytochrome c oxidase, cbb3-type, 
CcoN subunit 
     -1.26  -1.26 
PA1555 ccoP2 
Cytochrome c oxidase, cbb3-type, 
CcoP subunit 
  -1.98  1.48 -1.05  -1.12 
PA1555.1 ccoQ2 
Cytochrome c oxidase, cbb3-type, 
CcoQ subunit 
  -2.33  1.37 -1.28  -1.47 
PA1556 ccoO2 
Cytochrome c oxidase, cbb3-type, 
CcoO subunit 
  -1.83  1.44   -1.01 
PA1557 ccoN2 
Cytochrome c oxidase, cbb3-type, 
CcoN subunit 
    1.43    
PA1561 aer aerotaxis receptor Aer      1.01   
PA1565 pauB2 FAD-dependent oxidoreductase    -1.02     
PA1566 pauA3 Glutamylpolyamine synthetase    -1.15     
PA1573  conserved hypothetical protein   -1.21      
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PA1576  probable 3-hydroxyisobutyrate 
dehydrogenase 
  -1.24      
PA1578  hypothetical protein   -1.03      
PA1580 gltA citrate synthase      -1.3  -1.09 
PA1581 sdhC 
succinate dehydrogenase (C 
subunit) 
     -1.49  -1.49 
PA1582 sdhD 
succinate dehydrogenase (D 
subunit) 
     -1.48  -1.49 
PA1583 sdhA 
succinate dehydrogenase (A 
subunit) 
     -1.51  -1.56 
PA1584 sdhB 
succinate dehydrogenase (B 
subunit) 
     -1.27  -1.46 
PA1588 sucC succinyl-CoA synthetase beta chain        -1.05 
PA1596 htpG heat shock protein HtpG     1.56  1.24  
PA1597  hypothetical protein   -1.26  1.54 1.37 1.49 1.48 
PA1599  probable transcriptional regulator  -1.75       
PA1601  probable aldehyde dehydrogenase   -1.14      
PA1602  probable oxidoreductase   -1.29      
PA1604  hypothetical protein   -1.17      
PA1616  conserved hypothetical protein  -1.49 -1.51      
PA1619  probable transcriptional regulator   -1.26      
PA1626  probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
 -1.14       
PA1627  probable transcriptional regulator -1.17 -1.58       
PA1632 kdpF KdpF protein  3.18 2.75      
PA1645  hypothetical protein -1.16 -1.04 -1.34      
PA1647  probable sulfate transporter   -1.14      
PA1653  probable transcriptional regulator     -1.41    
PA1654  probable aminotransferase   -1.09      
PA1655  probable glutathione S-transferase      -1.03   
PA1656 hsiA2 HsiA2   -2.29      
PA1657 hsiB2 HsiB2   -1.86   -1.05 -1.02  
PA1658 hsiC2 HsiC2 -1.13  -1.98    -1.05  
PA1659 hsiF2 HsiF2 -1.38  -2.08    -1.05  
PA1660 hsiG2 HsiG2 -1.31  -1.69      
PA1661 hsiH2 HsiH2 -1.2  -1.56   -1.17 -1.11  
PA1662 clpV2 clpV2 -1.36  -2.17      
PA1663 sfa2 Sfa2 -1.08  -1.32      
PA1664 orfX OrfX  1.32       
PA1665 fha2 Fha2 -1.29  -1.38      
PA1666 lip2 Lip2 -1.26  -1.33      
PA1667 hsiJ2 HsiJ2   -1.01      
PA1668 dotU2 DotU2 -1.4  -1.27      
PA1669 icmF2 IcmF2 -1.05  -1.09      
PA1670 stp1 Stp1  -1.02 -1.42      
PA1671 stk1 Stk1 -1.53        
PA1680  hypothetical protein  -1.35 -1.09      
PA1694 pscQ 
translocation protein in type III 
secretion 
 -1.05       
PA1695 pscP 
translocation protein in type III 
secretion 
 -1.79  -1.01     
PA1696 pscO 
translocation protein in type III 
secretion 
 -1.8  -1.6     
PA1697  ATP synthase in type III secretion 
system 
 -1.09    -1.03   
PA1699 pcr1 Pcr1    -1.04     
PA1701 pcr3 Pcr3  -1.84 -1.88    1.04  
PA1702 pcr4 Pcr4 -1.06 -1.15       
PA1704 pcrR 
transcriptional regulator protein 
PcrR 
  -1.16 -1.81     
PA1705 pcrG regulator in type III secretion  -2.1 -1.54 -1.25  1.17   
PA1707 pcrH regulatory protein PcrH  -1.55 -1.15      
PA1710 exsC 
ExsC, exoenzyme S synthesis 
protein C precursor. 
     -1.15   
PA1712 exsB exoenzyme S synthesis protein B   -1.03      
PA1715 pscB type III export apparatus protein  -1.27       
PA1721 pscH type III export protein PscH  -1.17 -1.02      
PA1722 pscI type III export protein PscI   -1.63   -1.28   
PA1728  hypothetical protein      1.15   
PA1729  conserved hypothetical protein   -1.36   1.14  1.01 
PA1732  conserved hypothetical protein      1.05   
PA1736  probable acyl-CoA thiolase      1.13  1.2 
PA1744  hypothetical protein        1.28 
PA1746  hypothetical protein   -2.62  1.07    
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PAO1 
PA1750  phospho-2-dehydro-3-
deoxyheptonate aldolase 
     -1.11   
PA1757 thrH homoserine kinase   1.07      
PA1766  hypothetical protein      -1.01   
PA1767  hypothetical protein      -1.25   
PA1768  hypothetical protein      -1.42  -1.21 
PA1780 nirD 
assimilatory nitrite reductase small 
subunit 
 -1.54 -1.06 -1.07 -1.18   -1.16 
PA1781.1 nalA 
nitrogen assimilation leader A 
(NalA) 
    -1.79   -1.79 
PA1784  hypothetical protein    1.26   -1.05  
PA1787 acnB aconitate hydratase 2      -1.24  -1.24 
PA1791  hypothetical protein   1.32      
PA1793 ppiB 
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 
B 
     -1   
PA1796.1  tRNA-Arg    1.4     
PA1796.2  tRNA-His       1.3  
PA1796.3  tRNA-Leu   -1.26  3.57 3.08 3.14 2.75 
PA1800 tig trigger factor      -1.29  -1.02 
PA1812 mltD 
membrane-bound lytic murein 
transglycosylase D precursor 
     -1.31  -1.26 
PA1818 cadA lysine decarboxylase      -1.11  -1.08 
PA1824  conserved hypothetical protein -1.21 -1.22       
PA1825  hypothetical protein  -1.05       
PA1833  probable oxidoreductase   -1.2      
PA1837  hypothetical protein  -1.19  -1.42  -1.28  -1.01 
PA1838 cysI sulfite reductase        -1.05 
PA1839  hypothetical protein  -1.19  -1     
PA1844 tse1 Tse1 -1.01        
PA1845 tsi1 Tsi1 -1.01        
PA1846 cti cis/trans isomerase      -1   
PA1849  conserved hypothetical protein -1.12    -1.69    
PA1855  hypothetical protein  -1.27  -1.27  1.25   
PA1858 str 
streptomycin 3''-
phosphotransferase 
      1.21  
PA1861 modC 
molybdenum transport protein 
ModC 
  -1.07      
PA1862 modB 
molybdenum transport protein 
ModB 
       -1.28 
PA1864  probable transcriptional regulator   -1.24      
PA1869  probable acyl carrier protein -1.37  -1.05  -1.12  -1.22  
PA1870  hypothetical protein   -1.13  -1.21 1.23  1.23 
PA1871 lasA LasA protease precursor   -1.07  -1    
PA1874  hypothetical protein      1.3  1 
PA1879  hypothetical protein -1.48 -1.89       
PA1881  probable oxidoreductase   -1.15      
PA1883  
probable NADH-
ubiquinone/plastoquinone 
oxidoreductase 
   -1.2     
PA1884  probable transcriptional regulator        1 
PA1885  conserved hypothetical protein      1.5  1.5 
PA1897  hypothetical protein  1.07    -1.41  -1.12 
PA1899 phzA2 
probable phenazine biosynthesis 
protein 
-1.43    -2.43 -1.47 -1.65 -1.44 
PA1900 phzB2 
probable phenazine biosynthesis 
protein 
 1.35   -2.07  -2.2  
PA1901 phzC2 
phenazine biosynthesis protein 
PhzC 
    -1.95  -1.58  
PA1902 phzD2 
phenazine biosynthesis protein 
PhzD 
  -1.05  -1.74  -2.12  
PA1903 phzE2 
phenazine biosynthesis protein 
PhzE 
    -1.7  -1.92  
PA1904 phzF2 
probable phenazine biosynthesis 
protein 
    -1.71  -2.09  
PA1905 phzG2 
probable pyridoxamine 5'-
phosphate oxidase 
  -1.07  -1.74  -2.11  
PA1911 femR sigma factor regulator, FemR  -1.02       
PA1912 femI ECF sigma factor, FemI  -1       
PA1914  conserved hypothetical protein     -1.48 1.23 -2.08  
PA1917  hypothetical protein -1.14 -1.14  -1.14     
PA1919 nrdG 
class III (anaerobic) ribonucleoside-
triphosphate reductase activating 
protein, NrdG 
1  -2.41      
PA1920 nrdD 
class III (anaerobic) ribonucleoside-
triphosphate reductase subunit, 
NrdD 
1.1 1.11 -1.15      
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PA1926  Uncharacterized protein      -1   
PA1927 metE 
5-
methyltetrahydropteroyltriglutam
ate-homocysteine S-
methyltransferase 
     1.99  1.97 
PA1930  probable chemotaxis transducer      1.03   
PA1931  probable ferredoxin   -1.34   1.42  1.18 
PA1932  probable hydroxylase 
molybdopterin-containing subunit 
    -1    
PA1936  hypothetical protein    -1.03    -1.2 
PA1942  hypothetical protein     1 4.94  4.9 
PA1946 rbsB 
binding protein component 
precursor of ABC ribose 
transporter 
  -1.69      
PA1947 rbsA ribose transport protein RbsA   -2.04      
PA1948 rbsC 
membrane protein component of 
ABC ribose transporter 
  -1.34      
PA1949 rbsR ribose operon repressor RbsR   -1.1      
PA1957  hypothetical protein  -1.27  -1.25     
PA1960  hypothetical protein     1.02 1.28 1.23 1.28 
PA1961  probable transcriptional regulator   -1.32      
PA1973 pqqF 
pyrroloquinoline quinone 
biosynthesis protein F 
 -1.27  -1.08   1.09  
PA1975  hypothetical protein  -1.06       
PA1979 eraS sensor kinase, EraS      1.26 1.56  
PA1985 pqqA 
pyrroloquinoline quinone 
biosynthesis protein A 
     1.3   
PA1986 pqqB 
pyrroloquinoline quinone 
biosynthesis protein B 
 -1.15       
PA1990 pqqH PqqH  -1.03  -1.27     
PA1995  hypothetical protein  -1.21       
PA1996 ppiC1 
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 
C1 
      1.31  
PA1999 dchA 
dehydrocarnitine CoA transferase, 
DchA 
  1.67 -1.36   1.05  
PA2000 dchB 
dehydrocarnitine CoA transferase, 
DchB 
 -1.56 2.04 -1.57     
PA2001 atoB acetyl-CoA acetyltransferase  -1.29  -1.05   1.03  
PA2002  conserved hypothetical protein   2.04    1.04  
PA2004  conserved hypothetical protein      -1.19  -1.26 
PA2006  probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
  1.31 -1.19     
PA2007 maiA maleylacetoacetate isomerase  -1.2  -1.28     
PA2008 fahA fumarylacetoacetase  -1.07  -1.04     
PA2009 hmgA homogentisate 1,2-dioxygenase  -1.04  -1.07     
PA2011 liuE 
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA 
lyase 
    1.04    
PA2012 liuD 
methylcrotonyl-CoA carboxylase, 
alpha-subunit (biotin-containing) 
 -1.07   1.06    
PA2014 liuB 
methylcrotonyl-CoA carboxylase, 
beta-subunit 
    1.11    
PA2017  hypothetical protein   -1.45      
PA2021  hypothetical protein      1.53  1.02 
PA2024  probable ring-cleaving dioxygenase      1.39  1.1 
PA2026  conserved hypothetical protein   -1.33      
PA2030  hypothetical protein     -1.41  -1.27  
PA2031  hypothetical protein -2.14    -1.58    
PA2034  hypothetical protein        1.14 
PA2035  probable decarboxylase   -1.19      
PA2038  hypothetical protein     1.47    
PA2039  hypothetical protein       1.16 -1.09 
PA2041  Amino acid permease       1.47  
PA2043  hypothetical protein -1.18 -1.09       
PA2044  hypothetical protein      -1.14   
PA2045  conserved hypothetical protein   -1.13      
PA2049  hypothetical protein      -1.38   
PA2050  probable sigma-70 factor, ECF 
subfamily 
    1.01  1.36  
PA2054 cynR transcriptional regulator CynR   -1.02      
PA2062  probable pyridoxal-phosphate 
dependent enzyme 
 -1.03       
PA2064 pcoB 
copper resistance protein B 
precursor 
      -1.16  
PA2065 pcoA 
copper resistance protein A 
precursor 
    -1.35    
PA2066  hypothetical protein     -1.57  -1.47  
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PA2067  probable hydrolase   -1.05  -1.65  -1.2  
PA2068  probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
    -1.77  -1.5  
PA2069  probable carbamoyl transferase     -2.04  -1.6  
PA2074  hypothetical protein -1.06 -1.46 -1.75 -1.41     
PA2107  hypothetical protein      1.76  1.38 
PA2109  hypothetical protein       1.45  
PA2110  hypothetical protein       1.23  
PA2111  hypothetical protein     1.04  1.35  
PA2112  conserved hypothetical protein       1.43  
PA2113 opdO pyroglutamate porin OpdO      -1.24 1.41  
PA2114  probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
     -1.6  -1.39 
PA2115  probable transcriptional regulator      -1.02   
PA2116  conserved hypothetical protein       1.23  
PA2120  hypothetical protein   -1.6      
PA2121  probable transcriptional regulator      1.17   
PA2122  hypothetical protein      1.01   
PA2126 cgrC cupA gene regulator C, CgrC   -3.09  1.18    
PA2126.1 cgrB cupA gene regulator B, CgrB   -2.78  1.04    
PA2127 cgrA cupA gene regulator A, CgrA   -1.76  1.5  1.2  
PA2128 cupA1 fimbrial subunit CupA1     1.83  1.41  
PA2129 cupA2 chaperone CupA2     1.35  1.7  
PA2134  hypothetical protein     -1.71  -1.22  
PA2135  probable transporter     -1.09    
PA2139  hypothetical protein  1.12   -1.07  -1.07  
PA2140  probable metallothionein     -1.02 1.88  1.66 
PA2141  hypothetical protein     -1.7 1.63  1.55 
PA2142  probable short-chain 
dehydrogenase 
 1.02   -1.63  -1.16  
PA2143  hypothetical protein -1.06    -1.56    
PA2144 glgP glycogen phosphorylase     -1.65  -1.21  
PA2146  conserved hypothetical protein    1.33 -2.57 1 -1.5  
PA2147 katE catalase HPII     -1.92  -1.49  
PA2148  conserved hypothetical protein     -1.51  -1.12 1.07 
PA2149  hypothetical protein   -1.19  -1.6  -2.06  
PA2150  conserved hypothetical protein     -1.25    
PA2151  conserved hypothetical protein     -1.58  -1  
PA2152  probable trehalose synthase     -1.49  -1.1  
PA2153 glgB 
1,4-alpha-glucan branching 
enzyme 
    -1.24 1.04 -1.04 1.05 
PA2155  probable phospholipase     -1.15  -1.02  
PA2156  conserved hypothetical protein     -1.54  -1.24  
PA2157  hypothetical protein     -1.55 1.14 -1.23  
PA2158  probable alcohol dehydrogenase 
(Zn-dependent) 
    -1.54 1.03   
PA2159  conserved hypothetical protein     -1.57 1.14 -1.13 1.01 
PA2160  probable glycosyl hydrolase     -1.73  -1.35  
PA2161  hypothetical protein     -1.59   1.19 
PA2162  probable glycosyl hydrolase     -1.32 1.44  1.13 
PA2163  hypothetical protein     -1.81    
PA2164  probable glycosyl hydrolase     -1.82  -1.1  
PA2165  probable glycogen synthase     -1.76  -1.22  
PA2166  hypothetical protein     -1.96  -1.27  
PA2167  hypothetical protein     -1.11 1.08   
PA2168  hypothetical protein     -1.26    
PA2169  hypothetical protein   -1.1  -1.75 1.12   
PA2170  hypothetical protein    1.14 -1.98 1.19  1 
PA2171  hypothetical protein     -1.93  -1.35  
PA2172  hypothetical protein     -1.48 1.47  1.45 
PA2173  hypothetical protein     -1.45 1.49  1.17 
PA2175  hypothetical protein   -1.19   1.37   
PA2178  hypothetical protein     -1.55    
PA2179  hypothetical protein     -1.09    
PA2180  hypothetical protein     -1.04    
PA2181  hypothetical protein     -1.07    
PA2183  hypothetical protein      1.41  1.04 
PA2184  conserved hypothetical protein     -1.58  -1.44  
PA2185 katN non-heme catalase KatN     -1.02    
PA2186  hypothetical protein  -1.15 -1.15    -1.15  
PA2187  hypothetical protein    -1.3 -1.59  -1.64  
PA2189  hypothetical protein      1.13   
PA2190  conserved hypothetical protein      1.04   
PA2192  conserved hypothetical protein  -1.38 -1.42 -1.12  1.35   
PA2193 hcnA hydrogen cyanide synthase HcnA -2.07  -3.02      
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PA2194 hcnB hydrogen cyanide synthase HcnB -2.19  -2.6      
PA2195 hcnC hydrogen cyanide synthase HcnC -2.32  -3.65      
PA2198  hypothetical protein  -1.34 -1.15      
PA2202  probable amino acid permease  -1.36 -1.24 -1.98     
PA2203  probable amino acid permease    -1.39  -1.02   
PA2204  probable binding protein 
component of ABC transporter 
 -1.07   1.39 -1.02   
PA2229  conserved hypothetical protein   -1.39      
PA2230  hypothetical protein        -1.3 
PA2233 pslC PslC   -1.06   1.1   
PA2236 pslF PslF      1.01   
PA2238 pslH PslH      1.04   
PA2241 pslK PslL  -1.03       
PA2249 bkdB 
branched-chain alpha-keto acid 
dehydrogenase (lipoamide 
component) 
   -1.2     
PA2250 lpdV lipoamide dehydrogenase-Val    -1.34     
PA2252  probable AGCS 
sodium/alanine/glycine symporter 
   -1.04     
PA2253 ansA L-asparaginase I  -1.86  -1.8     
PA2255 pvcB 
paerucumarin biosynthesis protein 
PvcB 
  -1.21      
PA2258 ptxR transcriptional regulator PtxR   -1.56      
PA2259 ptxS transcriptional regulator PtxS   -1.28      
PA2260  hypothetical protein   -1.46      
PA2261  probable 2-ketogluconate kinase   -1.24   1.4  1.01 
PA2263  probable 2-hydroxyacid 
dehydrogenase 
 -1.15  -1.02     
PA2269  conserved hypothetical protein   -1.05      
PA2271  probable acetyltransferase  -1.41 -1.41   1.74 1.58 1.69 
PA2273 soxR SoxR     -1.43    
PA2274  hypothetical protein     -6.11  -5.11  
PA2282  hypothetical protein        1.02 
PA2285  hypothetical protein      -1.2   
PA2287  hypothetical protein      1.11  1.44 
PA2288  hypothetical protein -1.02 -1.23    1.14  1.43 
PA2291  probable glucose-sensitive porin      1.04   
PA2293  hypothetical protein      1.07   
PA2296  hypothetical protein   -1.03      
PA2297  probable ferredoxin   -1.32  -1.66    
PA2298  probable oxidoreductase   -1.05      
PA2299  probable transcriptional regulator   -1.27      
PA2300 chiC chitinase  1.22   -2.35  -2.13  
PA2301  hypothetical protein  -1.16 -1.83     1.38 
PA2302 ambE AmbE -1.09  -1.15     1.17 
PA2305 ambB AmbB -1.15  -1.06      
PA2309  hypothetical protein       1.06  
PA2310  hypothetical protein     1.22    
PA2311  hypothetical protein   -1.57 -1.57 1.54  1.54  
PA2312  probable transcriptional regulator      -1.7  -1.56 
PA2316  probable transcriptional regulator   -1.14      
PA2322  gluconate permease        1.02 
PA2328  hypothetical protein   -1.03      
PA2330  hypothetical protein  -1.11 -1.22      
PA2344 mtlZ fructokinase  -1.33 -1.37      
PA2357 msuE 
NADH-dependent FMN reductase 
MsuE 
    1.09   1.14 
PA2358  hypothetical protein  1.26   1.19  1.44  
PA2359 sfa3 probable transcriptional regulator  -1.13       
PA2362 dotU3 DotU3   -1.03      
PA2363 hsiJ3 HsiJ3   -1.11      
PA2364 lip3 Lip3   -1.12      
PA2368 hsiF3 HsiF3     1.17 1.22  1.32 
PA2382 lldA L-lactate dehydrogenase   -1.55      
PA2383  probable transcriptional regulator  -1.39 -1.17 -1.09     
PA2384  hypothetical protein -1.4 -2.49 -1.21 -1.67     
PA2385 pvdQ 
3-oxo-C12-homoserine lactone 
acylase PvdQ 
-1.1 -1.1 -1.38      
PA2386 pvdA L-ornithine N5-oxygenase   -1.07 -1.27     
PA2389 pvdR PvdR  -1.03       
PA2394 pvdN PvdN -1.7 -1.52 -1.37 -1.03     
PA2395 pvdO PvdO  -1.17 -1      
PA2398 fpvA ferripyoverdine receptor -1.23 -1.83  -1.62     
PA2402  probable non-ribosomal peptide 
synthetase 
  -1.13      
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PA2403  hypothetical protein -1.01 -1.41  -1.1     
PA2404  hypothetical protein -1.92 -1.78 -1 -2.59     
PA2405  hypothetical protein -1.65 -1.86 -2.1 -2.23  -1.47  -1.21 
PA2406  hypothetical protein -1.59 -1.75 -1.03 -2.01     
PA2407  probable adhesion protein -1.17 -1.75 -1.33 -1.8     
PA2408  probable ATP-binding component 
of ABC transporter 
-1.98 -1.98 -2.29 -2.55 -1.18    
PA2409  probable permease of ABC 
transporter 
-1.52 -1.54 -1.53 -1.9     
PA2410  hypothetical protein -1.27 -1.66 -1.45 -1.52     
PA2411  probable thioesterase -1.47 -2.03 -1.68 -2.04     
PA2412  conserved hypothetical protein -1.08   -1.23     
PA2413 pvdH 
L-2,4-diaminobutyrate:2-
ketoglutarate 4-aminotransferase, 
PvdH 
   -1.14     
PA2414  L-sorbosone dehydrogenase     -1.23    
PA2415  hypothetical protein     -1.2    
PA2416 treA periplasmic trehalase precursor     -1.52    
PA2422  hypothetical protein 1.19  1.27 1.38     
PA2424 pvdL PvdL  -1.01 -1.05      
PA2425 pvdG PvdG  -1.01 -1.24      
PA2426 pvdS sigma factor PvdS     -1.25  -1.13  
PA2427  hypothetical protein   -1.79  1.03 1.4   
PA2429  hypothetical protein  1.9       
PA2433  hypothetical protein     -1.18    
PA2435  probable cation-transporting P-
type ATPase 
 -1.25 -1.47      
PA2437  hypothetical protein   -1 -1.14     
PA2438  hypothetical protein   -1.09 -1.11     
PA2439  hypothetical protein  -1.06 -1.19      
PA2452  hypothetical protein  -1.26 -1.01      
PA2456  hypothetical protein      -1.27  -1.21 
PA2463  hypothetical protein     1.19  1.65  
PA2467 foxR Anti-sigma factor FoxR  -1.01       
PA2479  probable two-component response 
regulator 
      1.18  
PA2481  hypothetical protein        1.1 
PA2482  probable cytochrome c        1.11 
PA2486  hypothetical protein    1.28     
PA2487  hypothetical protein  -1.62       
PA2488  probable transcriptional regulator  -1.57 -1.26      
PA2489  probable transcriptional regulator   -1.09      
PA2499  probable deaminase  -1.41  -1.17     
PA2506  hypothetical protein    1.11 1.08   1.14 
PA2507 catA catechol 1,2-dioxygenase   -1.15 -1.04  1.31  1.45 
PA2508 catC muconolactone delta-isomerase   -2.19      
PA2511 antR AntR      1.48 1.03 1.95 
PA2512 antA 
anthranilate dioxygenase large 
subunit 
     2.18 2.89 3.94 
PA2513 antB 
anthranilate dioxygenase small 
subunit 
    1.31 2.36 2.58 3.85 
PA2514 antC 
anthranilate dioxygenase 
reductase 
     1.76 2.02 3.33 
PA2515 xylL 
cis-1,2-dihydroxycyclohexa-3,4-
diene carboxylate dehydrogenase 
 -1.07       
PA2524 czcS CzcS   -1.27      
PA2550  probable acyl-CoA dehydrogenase   -1.29  1.23    
PA2553  probable acyl-CoA thiolase    -1.25     
PA2554  probable short-chain 
dehydrogenase 
   -1.07     
PA2558  probable transport protein     1.05    
PA2566.1  Uncharacterized protein     -1.17  -1.17  
PA2567  hypothetical protein   -1.65      
PA2570 lecA LecA  1.44  1.05 -2.16 2.22 -2.18 1.62 
PA2570.1  tRNA-Leu   -1.02    -1.66 -1.35 
PA2573  probable chemotaxis transducer      1.17   
PA2576  hypothetical protein   -1.3      
PA2578  probable acetyltransferase   -1.34      
PA2581.1  tRNA-Cys 1.3        
PA2587 pqsH 
probable FAD-dependent 
monooxygenase 
  -1.04      
PA2588  probable transcriptional regulator     -1.22    
PA2593 qteE 
quorum threshold expression 
element, QteE 
-1.69  -1.68      
PA2596  conserved hypothetical protein  -1.11       
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nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
PA2603.1  tRNA-Ser  2.08   -1.32 -1.32 -1.32 -1.32 
PA2605  conserved hypothetical protein   -1.22   1.01   
PA2606  conserved hypothetical protein   -1.39      
PA2607  conserved hypothetical protein   -1.1      
PA2617 aat 
leucyl/phenylalanyl-tRNA-protein 
transferase 
     -1.15   
PA2619 infA initiation factor   1.38   -1.05  -1.04 
PA2620 clpA 
ATP-binding protease component 
ClpA 
     1.11   
PA2624 idh isocitrate dehydrogenase      -1.51  -1.62 
PA2629 purB adenylosuccinate lyase      -1.28   
PA2633  hypothetical protein   -1.01   1.1   
PA2660  hypothetical protein  -1.26  -1.04     
PA2661  hypothetical protein  -1.08  -1.06     
PA2662  conserved hypothetical protein   -1.89      
PA2664 fhp flavohemoprotein     -3.06  -2.47 -1.39 
PA2665 fhpRÂ 
Transcriptional activator of P. 
aeruginosa flavohemoglobin, FhpR 
  -1.01  1.07    
PA2679  hypothetical protein  -1.26  -1.13   1.03  
PA2680  probable quinone oxidoreductase   -1.35      
PA2681  probable transcriptional regulator   -1.18      
PA2682  conserved hypothetical protein       1.11  
PA2686 pfeR 
two-component response regulator 
PfeR 
    -1.23    
PA2713  conserved hypothetical protein   -1.23      
PA2718  probable transcriptional regulator   -1.27      
PA2721  hypothetical protein 1.31   1.22     
PA2724  hypothetical protein  -1.28 -1.26      
PA2729  hypothetical protein        1.01 
PA2746  hypothetical protein 1.46        
PA2747  hypothetical protein     -1.36    
PA2750  hypothetical protein  -1.14       
PA2751  conserved hypothetical protein     -1.19    
PA2753  hypothetical protein   -1.75   1.06  1.57 
PA2754  conserved hypothetical protein   -1.78      
PA2759  hypothetical protein   -1.03      
PA2760 oprQ OprQ      -1.22   
PA2761  hypothetical protein -1.39  1.16      
PA2763  hypothetical protein  1.05  1.02     
PA2769  hypothetical protein  -1.37       
PA2772  hypothetical protein      -1.07   
PA2776 pauB3 FAD-dependent oxidoreductase    1.13     
PA2778  hypothetical protein      1.58  1.17 
PA2779  hypothetical protein      1.18   
PA2788  probable chemotaxis transducer   -1.19      
PA2789  hypothetical protein       1.03 1.01 
PA2799  hypothetical protein   -1.14      
PA2802  probable transcriptional regulator        -1.04 
PA2803  hypothetical protein       1.23  
PA2804  hypothetical protein       -1.46 -1.05 
PA2808 ptrA Pseudomonas type III repressor A      1.8 1.99 1.97 
PA2814  hypothetical protein   -1.26      
PA2819.3  tRNA-Glu 1.28        
PA2828  probable aminotransferase      -1.12   
PA2829  hypothetical protein      -1.12   
PA2831  conserved hypothetical protein      -1.14  -1.16 
PA2833  conserved hypothetical protein  -1.18 -1.27 -1.1   1.45 1.56 
PA2843  probable aldolase      1.41  1.03 
PA2847  conserved hypothetical protein   -1.2      
PA2851 efp translation elongation factor P      -1.3  -1.14 
PA2852.2 P14 P14  -1.28 -1.28  -1.52 -1.52  -1.52 
PA2861 ligT 2'-5' RNA ligase        1.13 
PA2866 mttC secretion protein MttC  -1.01       
PA2868  hypothetical protein      3.17  2.58 
PA2872  hypothetical protein  -1.29 -1.1   1.08   
PA2876 pyrF 
orotidine 5'-phosphate 
decarboxylase 
 -1.09       
PA2879  probable transcriptional regulator   -1.27      
PA2883  hypothetical protein  1.04       
PA2891 atuF 
geranyl-CoA carboxylase, alpha-
subunit (biotin-containing) 
 -1.09  -1.16  1   
PA2892 atuG 
GCase, alpha-subunit (biotin-
containing) 
   -1.25     
PA2895 sbrR SbrR      1.27  1.14 
PA2903 cobJ precorrin-3 methylase CobJ  -1.05       
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nfxB*/ 
PAO1 
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PAO1 
PA2907 cobL 
precorrin-6y-dependent 
methyltransferase CobL 
 -1.17       
PA2908 cbiD 
cobalamin biosynthetic protein 
CbiD 
 -1.51 -1.05 -1     
PA2909  hypothetical protein  -1.62 -1.34   1.01   
PA2910  conserved hypothetical protein  -1.31       
PA2915  hypothetical protein   -1.1      
PA2917  probable transcriptional regulator      -1.04   
PA2919  hypothetical protein      1.79   
PA2920  probable chemotaxis transducer      1.24   
PA2928  hypothetical protein -1.13 -1.04       
PA2930  probable transcriptional regulator   -1.5     1.01 
PA2931 cifR CifR   -1.22      
PA2935  hypothetical protein 1.38  1.47 1.12     
PA2941  hypothetical protein   -1.21      
PA2942.1 P15 P15      -1.08   
PA2943  phospho-2-dehydro-3-
deoxyheptonate aldolase 
     -1.07   
PA2947  hypothetical protein  -1.2 -1.34     1.43 
PA2950 pfmÂ proton motive force protein, PMF      -1.18  -1.05 
PA2957  probable transcriptional regulator      -1.01   
PA2958  hypothetical protein      1.03   
PA2962 tmk thymidylate kinase   -1.04      
PA2964 pabC 4-amino-4-deoxychorismate lyase -1 -1.45       
PA2969 plsX fatty acid biosynthesis protein PlsX      -1.02   
PA2971  conserved hypothetical protein   1      
PA2981 lpxK tetraacyldisaccharide 4*-kinase  -1.26       
PA2982  conserved hypothetical protein      -1.09   
PA2998 nqrB 
Na+-translocating 
NADH:ubiquinone oxidoreductase 
subunit Nrq2 
     -1.18  -1.08 
PA2999 nqrA 
Na+-translocating 
NADH:ubiquinone oxidoreductase 
subunit Nrq1 
     -1.08   
PA3000 aroP1 
aromatic amino acid transport 
protein AroP1 
       -1.18 
PA3001  probable glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase 
     -1.03   
PA3006 psrA transcriptional regulator PsrA   -1.37    -1.45  
PA3016  hypothetical protein -1.14  -1.63    1  
PA3025  probable FAD-dependent glycerol-
3-phosphate dehydrogenase 
 -1.11 -1.21 -1.53     
PA3030 mobA 
molybdopterin-guanine 
dinucleotide biosynthesis protein 
MobA 
 -1.22       
PA3031.1  tRNA-Pro  1.53  1.4 2.46 1.25 1.29 1.37 
PA3032 snr1 cytochrome c Snr1     -1.42 2.6 -1.24 2.41 
PA3038 opdQ OpdQ   1.5 -1.01  -1.56  -1.49 
PA3049 rmf ribosome modulation factor  1.03       
PA3051  hypothetical protein   -1.38      
PA3052  hypothetical protein   -1.06      
PA3054  hypothetical protein   -1.36      
PA3057  hypothetical protein       1.08  
PA3062 pelC PelC  -1 -1   1.32  1.26 
PA3067  probable transcriptional regulator  -1.62 -1.12      
PA3072  hypothetical protein -1.3  -1.47    1.21  
PA3076  hypothetical protein   -1.3      
PA3089  hypothetical protein      1.46   
PA3093  hypothetical protein  -1.17       
PA3094.1  tRNA-Asp  -1.23 -1.23 -1.23  1.9  1.37 
PA3094.2  tRNA-Asp 1.27   2.1 1.32   1.37 
PA3094.3  tRNA-Val  -1.24  -1.24 -2.19 -2.19 -2.19 -2.19 
PA3095 xcpZ 
general secretion pathway protein 
M 
 -1.03 -1.62 -1.01     
PA3096 xcpY 
general secretion pathway protein 
L 
  -1.04      
PA3100 xcpU 
General secretion pathway outer 
membrane protein H precursor 
  -1.53      
PA3102 xcpS 
general secretion pathway protein 
F 
  -1.37      
PA3119  conserved hypothetical protein   -1.28      
PA3126 ibpA heat-shock protein IbpA      1.41  1.42 
PA3128  probable short-chain 
dehydrogenase 
  -1.13      
PA3129  conserved hypothetical protein    -1.01     
PA3132  probable hydrolase  -1       
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PAO1 
PA3133.2  tRNA-Ala   2.14 1.42 2.01    
PA3133.3  tRNA-Glu   1.43      
PA3139.1  tRNA-Asn -1.24   -1.24 -1.48    
PA3144  transposase with Helix-turn-helix 
Hin domain 
 1.3       
PA3152 hisH2 glutamine amidotransferase        -1.06 
PA3153 wzx O-antigen translocase        -1.17 
PA3154 wzy B-band O-antigen polymerase        -1.27 
PA3178  hypothetical protein -1.12        
PA3182 pgl 6-phosphogluconolactonase  -1.02 -1.76      
PA3186 oprB 
Glucose/carbohydrate outer 
membrane porin OprB precursor 
    1.05   -1.06 
PA3187  probable ATP-binding component 
of ABC transporter 
     -1.07  -1.31 
PA3188  probable permease of ABC sugar 
transporter 
   -1.13  -1.5  -1.67 
PA3189  probable permease of ABC sugar 
transporter 
 -1.34  -1.3  -1.27  -1.64 
PA3190  
probable binding protein 
component of ABC sugar 
transporter 
     -1.05  -1.31 
PA3194 edd phosphogluconate dehydratase   -1.03      
PA3195 gapA 
glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase 
     -1.1  -1.27 
PA3204  probable two-component response 
regulator 
  -1.24      
PA3206  probable two-component sensor   -1.44      
PA3207  hypothetical protein   -1.63      
PA3208  conserved hypothetical protein   -1.31 -1.05     
PA3209  conserved hypothetical protein    -1.02   1.24  
PA3210 trkH potassium uptake protein TrkH      -1.13   
PA3212  probable ATP-binding component 
of ABC transporter 
  -1.07      
PA3214  hypothetical protein   -1.14      
PA3218  hypothetical protein  -1.08 -1.77 -1.43     
PA3220  probable transcriptional regulator  -1.01 -1.11 -1.03     
PA3221 csaA CsaA protein      -1.16 1.03 -1.4 
PA3222  hypothetical protein       1.32  
PA3225  probable transcriptional regulator      1.9  1.63 
PA3226  probable hydrolase      1.12   
PA3231  hypothetical protein  -1.85  -1.43 -1.12 1.12   
PA3232  probable nuclease   1.09    1.2  
PA3233  hypothetical protein  -1.05  -1.19   1.44  
PA3234  probable sodium:solute symporter  -1.02 1.49 -1.66  -1.1 1.34  
PA3235  conserved hypothetical protein   1.68 -1.47   1.17  
PA3237  hypothetical protein     1.36 5.31  5.01 
PA3241  hypothetical protein   -1.05      
PA3244 minD cell division inhibitor MinD      -1.06   
PA3245 minE 
cell division topological specificity 
factor MinE 
     -1.15   
PA3247  hypothetical protein   -1      
PA3259  hypothetical protein  -1.12 -1.1   1.23  1.21 
PA3262.1  tRNA-Asp    1.4 1.32  1.29  
PA3262.2  tRNA-Val     -1.48 -1.48 -1.48  
PA3268  probable TonB-dependent receptor   1.85      
PA3270  hypothetical protein  -1.08       
PA3272  probable ATP-dependent DNA 
helicase 
  -1.01   1.22  1.06 
PA3274  hypothetical protein  1.22   -1.68  -1.35  
PA3275  conserved hypothetical protein  -1.12       
PA3277  probable short-chain 
dehydrogenase 
  -1.1      
PA3287  conserved hypothetical protein      4.85  4.26 
PA3288  hypothetical protein  -1.24 -1.2      
PA3289  hypothetical protein   -1.18      
PA3293  hypothetical protein -1.05 -1.11       
PA3294 vgrG4a VgrG4a      -1.02  -1.04 
PA3298  hypothetical protein      1.03 1.5  
PA3299 fadD1 long-chain-fatty-acid--CoA ligase      -1.2   
PA3304.1 P18 P18 1.69 1.17 -1.73 -1.73     
PA3307  hypothetical protein  -1.12 -2.34 -1.17  1.32  1.37 
PA3308 hepA RNA helicase HepA      -1.07   
PA3309  conserved hypothetical protein   -1.57   1  1.1 
PA3312  probable 3-hydroxyisobutyrate 
dehydrogenase 
 -1.22       
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nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
PA3314  probable ATP-binding component 
of ABC transporter 
-1.23 -1.73  -1.35     
PA3315  probable permease of ABC 
transporter 
     1.01   
PA3316  probable permease of ABC 
transporter 
     1.16   
PA3320  hypothetical protein -1.07     1.72 1.51 2.09 
PA3322  hypothetical protein       1.07  
PA3325  conserved hypothetical protein        1.01 
PA3326 clpP2 ClpP2 -1.52 1.12 -1.42      
PA3327  probable non-ribosomal peptide 
synthetase 
-2.15  -1.99  1.2  1.05  
PA3328  probable FAD-dependent 
monooxygenase 
-2.57  -2.61  1.4  1.22  
PA3329  hypothetical protein -2.27 1.11 -1.56 1.07 1.18    
PA3330  probable short chain 
dehydrogenase 
-2.44  -1.89  1.34  1.2  
PA3331  cytochrome P450 -2.56 1.26 -1.94 1.04 1.46  1.29  
PA3332  conserved hypothetical protein -2.51 1.53 -1.68 1.31 1.7  1.23  
PA3333 fabH2 
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] 
synthase III 
-2.43 1.04 -2.06  1.69  1.47  
PA3334  probable acyl carrier protein -2.17 1.59 -1.98  1.49  1.37  
PA3335  hypothetical protein -2.14  -2.01  1.66  1.29  
PA3336  probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
 1.02   1.61  1.25  
PA3337 rfaD 
ADP-L-glycero-D-mannoheptose 6-
epimerase 
  -1.7  1.28 1.1  1.15 
PA3346  two-component response 
regulator 
  -1.49      
PA3347  hypothetical protein   -1.13      
PA3354  hypothetical protein   -1.07      
PA3358  hypothetical protein -1.54 -1.4 -1.09 -1.06     
PA3360  probable secretion protein      1.05 1.23 1.36 
PA3361 lecB fucose-binding lectin PA-IIL  2.32  1.07 -2.47  -2.49  
PA3362  hypothetical protein     1.05  1.05  
PA3363 amiR aliphatic amidase regulator       1.06  
PA3364 amiC 
aliphatic amidase expression-
regulating protein 
      1.21  
PA3365  probable chaperone     1.04  1.53  
PA3369  hypothetical protein     -1.1    
PA3370  hypothetical protein     -1.34    
PA3371  hypothetical protein     -1.41    
PA3372  conserved hypothetical protein  -1.24 -1.15    1.05  
PA3373  conserved hypothetical protein  -1.51 -1.16      
PA3375  probable ATP-binding component 
of ABC transporter 
  -1.29      
PA3391 nosR regulatory protein NosR     -1.82 -1.53  -2.36 
PA3392 nosZ nitrous-oxide reductase precursor     -1.95 -4.28  -4.08 
PA3393 nosD NosD protein     -1.91 -3  -3.96 
PA3394 nosF NosF protein     -1.71 -2.31  -2.12 
PA3395 nosY NosY protein     -1.58 -2.55  -2.48 
PA3396 nosL NosL protein     -2.28 -3.83  -3.57 
PA3397 fprA FprA      -1.11   
PA3403  hypothetical protein  -1.6       
PA3409 hasS HasS        1.16 
PA3410 hasI HasI     -1.85    
PA3411  hypothetical protein  1.22 1.47 1.96     
PA3414  hypothetical protein  -1.17      1.11 
PA3415  probable dihydrolipoamide 
acetyltransferase 
     2.04  1.78 
PA3416  probable pyruvate dehydrogenase 
E1 component, beta chain 
     2.02  1.89 
PA3417  probable pyruvate dehydrogenase 
E1 component, alpha subunit 
     2.65  2.36 
PA3418 ldh leucine dehydrogenase   -1.64   1.34  1.04 
PA3420  probable transcriptional regulator      1.17   
PA3424  hypothetical protein   -1.18      
PA3426  probable enoyl CoA-
hydratase/isomerase 
  -1.53      
PA3430  probable aldolase  1.08       
PA3431  conserved hypothetical protein 1.42 1.92  1.55   1.07  
PA3432  hypothetical protein 1.55 1.76  1.59 1.32  1.35  
PA3435  conserved hypothetical protein      -1.12   
PA3436  hypothetical protein   -1.62      
PA3440  conserved hypothetical protein      -1.21   
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PAO1 
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PAO1 
PA3443  probable permease of ABC 
transporter 
-1.04        
PA3445  conserved hypothetical protein  -1.03    -1.25  -1.3 
PA3446  conserved hypothetical protein  -1.43  -1.04     
PA3448  probable permease of ABC 
transporter 
-1.06 -1.17 -1.01      
PA3451  hypothetical protein 1.05 1.93       
PA3455  conserved hypothetical protein   -1.17      
PA3456  hypothetical protein  -1.19       
PA3458  probable transcriptional regulator   -1.83      
PA3465  conserved hypothetical protein   -1.62      
PA3472  hypothetical protein      -1.47   
PA3473  hypothetical protein  -1.06       
PA3476 rhlI autoinducer synthesis protein RhlI -1.29        
PA3478 rhlB rhamnosyltransferase chain B -1.92 1.27 -1.52  -1.13    
PA3479 rhlA rhamnosyltransferase chain A -1.85 1.84 -1.53 1.54 -1.39    
PA3482 metG methionyl-tRNA synthetase      -1.01   
PA3485 tsi3 Tsi3 -1.1 -1.03       
PA3486 vgrG4b VgrG4b      -1.21  -1.04 
PA3491  probable ferredoxin  -1.2       
PA3493  conserved hypothetical protein  -1.25 -1.06      
PA3494  conserved hypothetical protein     1.23 1.34 1.06  
PA3501  hypothetical protein    1.06 1.07   1.13 
PA3505  hypothetical protein     1.18    
PA3511  probable short-chain 
dehydrogenase 
      1.02  
PA3513  hypothetical protein        1.05 
PA3516  probable lyase     1.17  1.01  
PA3518  hypothetical protein     1.68  1.29  
PA3519  hypothetical protein       1.74  
PA3520  hypothetical protein 1.69 3.08 2.66 2.47 -1.08    
PA3523 mexP MexP       1.9  
PA3528 rnt ribonuclease T      -1.16   
PA3530 bfd 
bacterioferritin-associated 
ferredoxin Bfd 
    -2.92  -1.81 1.14 
PA3531 bfrB bacterioferritin   -1.64      
PA3535  probable serine protease   -1.22      
PA3536  hypothetical protein -1.04  -1.08 -1.04     
PA3555 arnD ArnD  -1.17       
PA3557 arnE ArnE  -1.19       
PA3560 fruA 
phosphotransferase system 
transporter fructose-specific IIBC 
component, FruA 
  -1.17      
PA3563 fruR 
fructose transport system 
repressor FruR 
 -1.03       
PA3564  conserved hypothetical protein  -1.38 -1.74     1.06 
PA3565  probable transcriptional regulator   -1.19      
PA3568  probable acetyl-coa synthetase     1.02    
PA3571 mmsR transcriptional regulator MmsR   -1.19      
PA3574.1  Uncharacterized protein       1.68  
PA3575  hypothetical protein       1.34  
PA3579  probable carbohydrate kinase      -1.15  -1.01 
PA3581 glpF glycerol uptake facilitator protein      3.3  2.18 
PA3582 glpK glycerol kinase      1.52  1.04 
PA3584 glpD 
glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase 
     3.94  2.6 
PA3585 glpM membrane protein GlpM        -1.64 
PA3587 metR transcriptional regulator MetR   -1.24      
PA3607 potA polyamine transport protein PotA  -1.06       
PA3608 potB polyamine transport protein PotB   1.3      
PA3609 potC polyamine transport protein PotC -1.18        
PA3612  conserved hypothetical protein        -1.02 
PA3613  hypothetical protein   -1.56      
PA3614  hypothetical protein   -1.36      
PA3615  hypothetical protein   -1.24      
PA3616  conserved hypothetical protein  -1.05       
PA3624 pcm 
L-isoaspartate protein 
carboxylmethyltransferase type II 
     -1.16  -1.03 
PA3625 surE survival protein SurE      -1.1   
PA3636 kdsA 
2-dehydro-3-
deoxyphosphooctonate aldolase 
     -1.33  -1.15 
PA3638  conserved hypothetical protein  -1.33       
PA3640 dnaE DNA polymerase III, alpha chain      -1.08   
PA3645 fabZ 
(3R)-hydroxymyristoyl-[acyl carrier 
protein] dehydratase 
       -1.06 
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PAO1 
PA3648 opr86 outer membrane protein Opr86      -1.16  -1.04 
PA3654 pyrH uridylate kinase      -1.22  -1.12 
PA3655 tsf elongation factor Ts      -1.04   
PA3656 rpsB 30S ribosomal protein S2      -1.15   
PA3661  hypothetical protein   1.74      
PA3665  hypothetical protein       1.03  
PA3667  probable pyridoxal-phosphate 
dependent enzyme 
     1.19   
PA3668  conserved hypothetical protein      1.35   
PA3671  probable permease of ABC 
transporter 
     -1.24  -1.5 
PA3676 mexK MexK  2.51  1.62   -1.16  
PA3677 mexJ MexJ  1.57 -1.16 1.32 -1.41  -1.49  
PA3678 mexL MexL  1.53 -1.2 1.15 -1.25  -1.24  
PA3680  conserved hypothetical protein -1.13 -1.76  -1.24   1.01  
PA3684  hypothetical protein  -1.37 -1.24 -1.09     
PA3685 yeaZ YeaZ  -1.05       
PA3688  hypothetical protein   -2.22      
PA3690  probable metal-transporting P-type 
ATPase 
       1.29 
PA3712  hypothetical protein   -1.33      
PA3718  probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
    -2.68  -2.01  
PA3719 armR antirepressor for MexR, ArmR   -1.12  -1.52    
PA3720  hypothetical protein   -1.08  -2.3  -1.54  
PA3721 nalC NalC     -1.82  -1.46  
PA3723  probable FMN oxidoreductase   -1.19   1.4  1.02 
PA3724 lasB elastase LasB -1.39  -1.13  -1.11  -1.43  
PA3734  hypothetical protein     -1.77    
PA3745 rpsP 30S ribosomal protein S16      -1.03   
PA3750  hypothetical protein -1.14 -1.41 -1.53      
PA3751 purT 
phosphoribosylglycinamide 
formyltransferase 2 
  -1.06      
PA3752  hypothetical protein   -1.12      
PA3756  hypothetical protein      -1.13  -1.15 
PA3759  probable aminotransferase  -1.1  -1.18     
PA3765  hypothetical protein  -1.57     1.1  
PA3775  hypothetical protein       1.18  
PA3780  hypothetical protein -1.37 -1.53  -1.61     
PA3783  hypothetical protein  -1.15       
PA3785  conserved hypothetical protein     -1.05    
PA3786  hypothetical protein   -1.09      
PA3790 oprC 
Putative copper transport outer 
membrane porin OprC precursor 
    -1.12  -1.32  
PA3805 pilF 
type 4 fimbrial biogenesis protein 
PilF 
       -1.02 
PA3806  conserved hypothetical protein      -1.01   
PA3820 secF secretion protein SecF      -1.06   
PA3821 secD secretion protein SecD      -1.22   
PA3822  conserved hypothetical protein      -1.15   
PA3823 tgt queuine tRNA-ribosyltransferase      -1.13  -1.27 
PA3824.1  tRNA-Leu -1.03 -2.2 -2.2 -2.2  -1.35  -1.35 
PA3827 lptG 
Lipopolysaccharide export system 
permease protein LptG 
     -1.27   
PA3829  hypothetical protein   -1.03      
PA3830  probable transcriptional regulator   -1.48      
PA3837  probable permease of ABC 
transporter 
     -1.19   
PA3839  probable sodium:sulfate symporter   -1.73      
PA3840  conserved hypothetical protein   -1.39      
PA3844  hypothetical protein   -1.06      
PA3845  probable transcriptional regulator    -1.22     
PA3846  hypothetical protein   -1.52   1.08   
PA3856  hypothetical protein   -1.59      
PA3859  carboxylesterase   -1.19      
PA3860  probable AMP-binding enzyme     1.07    
PA3861 rhl ATP-dependent RNA helicase RhlB      -1.06   
PA3863 dauA 
FAD-dependent catabolic D-
arginine dehydrogenase, DauA 
  -1.04      
PA3865  probable amino acid binding 
protein 
  -1.01      
PA3870 moaA1 
molybdopterin biosynthetic 
protein A1 
 -1.43 -1.34  -1.33 -2.06  -1.78 
PA3871  probable peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase, PpiC-type 
  -1.05   -2  -2.21 
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PAO1 
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PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
PA3872 narI 
respiratory nitrate reductase 
gamma chain 
  -1.4   -3.02 -1.16 -3.51 
PA3873 narJ 
respiratory nitrate reductase delta 
chain 
  -1.76 -1.64  -2.21  -2.21 
PA3874 narH 
respiratory nitrate reductase beta 
chain 
  -1.22   -2.44 -1.01 -2.04 
PA3875 narG 
respiratory nitrate reductase alpha 
chain 
  -2.39   -1.35   
PA3876 narK2 nitrite extrusion protein 2   -3.91   1.97  2.4 
PA3877 narK1 nitrite extrusion protein 1 1.18  -2.74   1.45 -1.39 1.55 
PA3879 narL 
two-component response 
regulator NarL 
  -1.61  1    
PA3880  conserved hypothetical protein  -1.16 -1.33      
PA3883  probable short-chain 
dehydrogenase 
 -1.27       
PA3884  hypothetical protein    -1.05     
PA3885 tpbA protein tyrosine phosphatase TpbA -1.19 -1.53       
PA3890 opuCB 
OpuC ABC transporter, permease 
protein, OpuCB 
    -1.32  -1.06  
PA3899 fecI FecI  -1.06       
PA3903 prfC peptide chain release factor 3      -1.19   
PA3904  hypothetical protein -1.57 -1.48       
PA3905  hypothetical protein -1.51        
PA3906  hypothetical protein -1.81 -1.21 -1.01   -1.04   
PA3907  hypothetical protein -1.63        
PA3908  hypothetical protein -1.18        
PA3910 eddA 
Extracelullar DNA degradation 
protein, EddA 
  -1.15      
PA3911  conserved hypothetical protein   -3.09   -1.43  -1.22 
PA3912  conserved hypothetical protein   -1.96   -2.09   
PA3914 moeA1 
molybdenum cofactor biosynthetic 
protein A1 
 -1.29 -3.11  -1.24 2.34 -1.11 2.62 
PA3915 moaB1 
molybdopterin biosynthetic protein 
B1 
1.06  -1.99    -2.19  
PA3916 moaE 
molybdopterin converting factor, 
large subunit 
     1.56  1.57 
PA3917 moaD 
molybdopterin converting factor, 
small subunit 
     1.4  1.29 
PA3918 moaC 
molybdopterin biosynthetic 
protein C 
       1.04 
PA3919  conserved hypothetical protein 1.09  -1.44      
PA3920  probable metal transporting P-type 
ATPase 
  -1.57    1.08  
PA3926  probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
 -1.11       
PA3928  hypothetical protein      1.34  1.01 
PA3938  probable periplasmic taurine-
binding protein precursor 
     -1.69  -1.72 
PA3939  hypothetical protein  -1.03 -1.01    1.14  
PA3943  conserved hypothetical protein      1.14  1.02 
PA3944  conserved hypothetical protein   -1.04   1.4  1.14 
PA3945  conserved hypothetical protein      1.13   
PA3952  hypothetical protein      1.45  1.42 
PA3953  conserved hypothetical protein    -1.37   1.26  
PA3954  hypothetical protein     1.04  1.25  
PA3957  probable short-chain 
dehydrogenase 
     1.44  1.01 
PA3960  hypothetical protein -1.05   -1.22     
PA3971  hypothetical protein   -1.61      
PA3972  probable acyl-CoA dehydrogenase   -2.29   1.1  1.12 
PA3973  probable transcriptional regulator  -1.85 -2.83 -1.55 1.2 1.49  1.39 
PA3975 thiD phosphomethylpyrimidine kinase -1.06 -1.39 -1.14 -1.17     
PA3976 thiE 
thiamin-phosphate 
pyrophosphorylase 
 -1.04     1.02  
PA3985  conserved hypothetical protein  -1.08 -1.1      
PA3990  conserved hypothetical protein       -1.23  
PA3991  hypothetical protein  -1.12       
PA4004  conserved hypothetical protein  -1.05       
PA4006 nadD1 
nicotinate mononucleotide 
adenylyltransferase NadD1 
 -1.08  -1.07     
PA4012  hypothetical protein      1   
PA4013  conserved hypothetical protein  -1.04       
PA4016  hypothetical protein  -1.09       
PA4017  conserved hypothetical protein   -1.13   1.3   
PA4018  hypothetical protein  -1.08       
PA4022 hdhA hydrazone dehydrogenase, HdhA  -1.32 1.33 -1.56 1.26  1.15  
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nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
PA4023  probable transport protein  -1.39 1.48 -1.68 1.57  1.5  
PA4024 eutB 
ethanolamine ammonia-lyase 
large subunit 
  1.05      
PA4027  hypothetical protein   -1.48   1.41  1.12 
PA4028  hypothetical protein      2.27 1.32 1.67 
PA4030  conserved hypothetical protein  -1.06       
PA4031 ppa inorganic pyrophosphatase      -1.49  -1.23 
PA4035  hypothetical protein      -1.06   
PA4040  hypothetical protein   -1.24      
PA4041  hypothetical protein   -1.42      
PA4043 ispA geranyltranstransferase  -1.43     1.11  
PA4045  conserved hypothetical protein       1.1  
PA4050 pgpA phosphatidylglycerophosphatase A      -1.24   
PA4051 thiL thiamine monophosphate kinase  -1.46       
PA4056 ribD 
riboflavin-specific 
deaminase/reductase 
 -1.4 -1.14      
PA4058  hypothetical protein  -1.05       
PA4059  hypothetical protein  -1.31       
PA4062  hypothetical protein      -1.15   
PA4076  hypothetical protein      -1.09   
PA4077  probable transcriptional regulator       1.01  
PA4078  probable nonribosomal peptide 
synthetase 
    -1.29  -1.28  
PA4080  probable response regulator   -1.11      
PA4092 hpaC 
4-hydroxyphenylacetate 3-
monooxygenase small chain 
  -1.01 -1.21     
PA4100  probable dehydrogenase   -1.08      
PA4104  conserved hypothetical protein    1.05     
PA4108  cyclic di-GMP phosphodiesterase   -2.42   1.03   
PA4111  hypothetical protein  -1.09 -1.91      
PA4116 bphO heme oxygenase, BphO   -1.77      
PA4117 bphP bacterial phytochrome, BphP   -1.21      
PA4118  hypothetical protein  -1.08       
PA4119 aph 
aminoglycoside 3'-
phosphotransferase type IIb 
 -1.63       
PA4124 hpcB 
homoprotocatechuate 2,3-
dioxygenase 
 -1.02       
PA4125 hpcD 
5-carboxymethyl-2-
hydroxymuconate isomerase 
  -1.12      
PA4128  conserved hypothetical protein  -1.3  -1.37     
PA4131  probable iron-sulfur protein      -1.09   
PA4133  cytochrome c oxidase subunit 
(cbb3-type) 
     -1.25  -1.05 
PA4134  hypothetical protein   -1.25      
PA4136  probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
 -1.26       
PA4137  probable porin        -1.04 
PA4141  hypothetical protein       -1.11  
PA4142  probable secretion protein   -1.03      
PA4144  probable outer membrane protein 
precursor 
-1.01        
PA4150  probable dehydrogenase E1 
component 
  -1.11      
PA4152  probable hydrolase     1.11    
PA4153  2,3-butanediol dehydrogenase     1.32    
PA4165  probable transcriptional regulator   -1.03      
PA4171  probable protease     -1.92  -1.27  
PA4172  probable nuclease   -1.09  -1.57  -1.18  
PA4173  conserved hypothetical protein   -1.13      
PA4175 piv protease IV   -1.08  -1.36  -1.95  
PA4179  probable porin  -1.35       
PA4188  conserved hypothetical protein   -1.04    1.08  
PA4190 pqsL 
probable FAD-dependent 
monooxygenase 
  -1.37      
PA4193  probable permease of ABC 
transporter 
-1.07 -1.12       
PA4195  probable binding protein 
component of ABC transporter 
     -1.31  -1.71 
PA4196 bfiR BfiR   -1.47      
PA4197 bfiS BfiS   -1.36      
PA4201 ddlA D-alanine-D-alanine ligase A   -1.02      
PA4202 nmoA nitronate monooxygenase NmoA   -1.19      
PA4205 mexG hypothetical protein   -1.14  -6.17  -5.31  
PA4206 mexH 
RND efflux membrane fusion 
protein precursor 
    -5.65  -5.03  
PA4207 mexI RND efflux transporter     -4.9  -4.76  
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nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
PA4208 opmD 
probable outer membrane protein 
precursor 
  -1.66  -4.28 1.33 -4.37 1.14 
PA4209 phzM 
probable phenazine-specific 
methyltransferase 
 1.27       
PA4210 phzA1 
probable phenazine biosynthesis 
protein 
 3.19  2.16 -1.39 1.43 -1.21 1.78 
PA4211 phzB1 
probable phenazine biosynthesis 
protein 
-2.08 3.14 -1.77 1.98 -1.1  -1.55  
PA4212 phzC1 
phenazine biosynthesis protein 
PhzC 
-1.33 -1.5 -2.35 -1.95  1.54  1.86 
PA4213 phzD1 
phenazine biosynthesis protein 
PhzD 
    -1.66  -2.22  
PA4214 phzE1 
phenazine biosynthesis protein 
PhzE 
    -1.69  -2.06  
PA4215 phzF1 
probable phenazine biosynthesis 
protein 
    -1.68  -2.1  
PA4216 phzG1 
probable pyridoxamine 5'-
phosphate oxidase 
    -2.05 -1.31 -1.76  
PA4217 phzS flavin-containing monooxygenase       -1.28 1.28 
PA4218 ampP AmpP  2.99    3.87  1.78 
PA4219 ampO AmpO  2.18    2.06   
PA4220  hypothetical protein  1.01 -2.93   1.47   
PA4221 fptA 
Fe(III)-pyochelin outer membrane 
receptor precursor 
 4    2.92   
PA4222  probable ATP-binding component 
of ABC transporter 
 2.13    2.25   
PA4223  probable ATP-binding component 
of ABC transporter 
 2.67    2.42   
PA4224 pchG 
pyochelin biosynthetic protein 
PchG 
 3.63    3.33   
PA4225 pchF pyochelin synthetase  3.07    3.25   
PA4226 pchE dihydroaeruginoic acid synthetase  2.94    2.94   
PA4227 pchR transcriptional regulator PchR  1.13       
PA4228 pchD 
pyochelin biosynthesis protein 
PchD 
 2.86    3.49   
PA4229 pchC 
pyochelin biosynthetic protein 
PchC 
     3.19   
PA4230 pchB 
salicylate biosynthesis protein 
PchB 
 2.66   -1.68 3.41   
PA4231 pchA 
salicylate biosynthesis 
isochorismate synthase 
 2.63    4.86  1.02 
PA4233  probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
 -1.03       
PA4236 katA catalase   -1.35      
PA4237 rplQ 50S ribosomal protein L17      -1.17  -1.21 
PA4241 rpsM 30S ribosomal protein S13      -1.05  -1.04 
PA4248 rplF 50S ribosomal protein L6      -1.01   
PA4259 rpsS 30S ribosomal protein S19      -1.15  -1.06 
PA4260 rplB 50S ribosomal protein L2      -1.16  -1.07 
PA4261 rplW 50S ribosomal protein L23      -1.18  -1 
PA4262 rplD 50S ribosomal protein L4      -1.04   
PA4263 rplC 50S ribosomal protein L3      -1.16   
PA4264 rpsJ 30S ribosomal protein S10      -1.03   
PA4266 fusA1 elongation factor G      -1.29  -1.16 
PA4267 rpsG 30S ribosomal protein S7      -1.25  -1.19 
PA4268 rpsL 30S ribosomal protein S12      -1.35  -1.38 
PA4270.1 P26 P26 -1.37 -1.37 -1.37 -1.37     
PA4272.1 P27 P27      -1.06   
PA4274 rplK 50S ribosomal protein L11      -1.1   
PA4275 nusG 
transcription antitermination 
protein NusG 
     -1.12  -1.16 
PA4276 secE secretion protein SecE      -1.35  -1.33 
PA4277 tufB elongation factor Tu      -1.31  -1.03 
PA4277.1  tRNA-Thr -1.24    1.33 2.37   
PA4277.2  tRNA-Gly 1.3  1.46 1.44 1.36  2.46  
PA4277.3  tRNA-Tyr   1.01   -1.77  -1.57 
PA4280.1  5S ribosomal RNA  -1.45 -1.45 -1.45     
PA4280.2  23S ribosomal RNA        2.37 
PA4280.3  tRNA-Ala -1.9  -1.9      
PA4280.5  16S ribosomal RNA        1.36 
PA4286  hypothetical protein  -1.27       
PA4289  probable transporter   -1.18 -1.09     
PA4290  probable chemotaxis transducer  -1.5  -1.53   1.17  
PA4292  probable phosphate transporter        -1.07 
PA4293 pprA two-component sensor PprA      1.46  1.09 
PA4295 fppA Flp prepilin peptidase A, FppA     -1.24   -1.05 
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PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
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PAO1 
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PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
PA4298  hypothetical protein      1.19  1.02 
PA4299 tadD TadD   -1.37   1.23   
PA4300 tadC TadC      1   
PA4318  hypothetical protein       1.39  
PA4319  conserved hypothetical protein       1.21  
PA4323  hypothetical protein   -1.03      
PA4325  hypothetical protein  -1.04       
PA4328  hypothetical protein   -1.07      
PA4331  probable ferredoxin reductase  -1.13 -1.91 -1.29     
PA4333  probable fumarase      -1.76  -1.67 
PA4342  probable amidase   -1.02      
PA4344  probable hydrolase   -1.04      
PA4345  hypothetical protein   -1.1      
PA4346  hypothetical protein   -2.25   -1.08   
PA4347  hypothetical protein   -1.63      
PA4349  hypothetical protein  -1.03 -2.33      
PA4352  conserved hypothetical protein   -1.79     1.03 
PA4354  conserved hypothetical protein  -1.24       
PA4355 pyeM PyeM  -1.39       
PA4357  conserved hypothetical protein  -1.5 -2.21   -1.24  -1.17 
PA4358 feoB FeoB      -1.11   
PA4359  conserved hypothetical protein   1.75      
PA4362  hypothetical protein   -1.26   1.03   
PA4363 iciA 
inhibitor of chromosome initiation 
IciA 
  -1.26      
PA4364  hypothetical protein    -1.35     
PA4368  hypothetical protein   -1.65      
PA4369  hypothetical protein   -1.65      
PA4370 icmP 
Insulin-cleaving metalloproteinase 
outer membrane protein 
precursor 
     -1.34   
PA4371  hypothetical protein -1.1 -1.19       
PA4372  hypothetical protein      -1.15   
PA4384  hypothetical protein  1.41   -1.09    
PA4385 groEL GroEL protein     1.47  1.18  
PA4386 groES GroES protein     1.28    
PA4387  conserved hypothetical protein  -1.03       
PA4397 panE ketopantoate reductase      1.23   
PA4402 argJ glutamate N-acetyltransferase        -1.02 
PA4412 murG 
UDP-N-acetylglucosamine 
transferase 
  -1      
PA4421.1 rnpB RNA component of RNaseP, RnpB       -1.11  
PA4424  conserved hypothetical protein      -1.57  -1.22 
PA4426  conserved hypothetical protein      -1.06   
PA4429  probable cytochrome c1 precursor      -1.68  -1.55 
PA4430  probable cytochrome b      -1.97  -1.91 
PA4431  probable iron-sulfur protein      -1.4  -1.25 
PA4432 rpsI 30S ribosomal protein S9      -1.18   
PA4433 rplM 50S ribosomal protein L13      -1.22   
PA4438  conserved hypothetical protein      -1.13  -1.06 
PA4442 cysN 
ATP sulfurylase GTP-binding 
subunit/APS kinase 
 -1.01  -1.01 1.15 -1.02   
PA4443 cysD ATP sulfurylase small subunit      -1.09  -1.04 
PA4449 hisG ATP-phosphoribosyltransferase      -1.42  -1.25 
PA4452  conserved hypothetical protein  -1.16       
PA4455  probable permease of ABC 
transporter 
       -1.02 
PA4466  probable phosphoryl carrier 
protein 
  -1.13      
PA4467  hypothetical protein  -1.07       
PA4469  hypothetical protein     -1.04    
PA4471  hypothetical protein      1.14  1.92 
PA4475  conserved hypothetical protein      1.07   
PA4478  conserved hypothetical protein   -1.11      
PA4479 mreD 
rod shape-determining protein 
MreD 
     -1.04  -1.36 
PA4484 gatB 
Glu-tRNA(Gln) amidotransferase 
subunit B 
     -1.04   
PA4485  conserved hypothetical protein       1.3  
PA4493 roxR RoxR   -1.14      
PA4494 roxS RoxS   -1.09      
PA4496 dppA1 
probable binding protein 
component of ABC transporter 
     -1.01   
PA4501 opdD 
Glycine-glutamate dipeptide porin 
OpdP 
 -1.05  -1.48     
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PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
PA4504 dppC 
dipeptide ABC transporter 
permease DppC 
   -1.04     
PA4505 dppD 
dipeptide ABC transporter ATP-
binding protein DppD 
 -1.45  -1.56     
PA4506 dppF 
dipeptide ABC transporter ATP-
binding protein DppF 
   -1.11     
PA4507  hypothetical protein  -1.27 -1.33      
PA4509  hypothetical protein   -1.11      
PA4513  probable oxidoreductase  -1.02       
PA4514  probable outer membrane 
receptor for iron transport 
  1.42      
PA4515  conserved hypothetical protein   2.6  -1.06  -1.07  
PA4516  hypothetical protein  -1.61       
PA4523  hypothetical protein   -1.22      
PA4524.1  tRNA-Thr   -1.25      
PA4525 pilA type 4 fimbrial precursor PilA        -1.17 
PA4526 pilB 
type 4 fimbrial biogenesis protein 
PilB 
  -1.01      
PA4527 pilC 
still frameshift type 4 fimbrial 
biogenesis protein PilC (putative 
pseudogene) 
  -1.09      
PA4528 pilD type 4 prepilin peptidase PilD   -1.05      
PA4536  hypothetical protein   -1.01      
PA4541.2  tRNA-Pro   2.59 1.4    1.37 
PA4542 clpB ClpB protein     1.66 1.55  1.52 
PA4543  conserved hypothetical protein  -1.34       
PA4548  probable D-amino acid oxidase      -1.2   
PA4549 fimT 
type 4 fimbrial biogenesis protein 
FimT 
 -1.25       
PA4550 fimU 
type 4 fimbrial biogenesis protein 
FimU 
     -1.2  -1.42 
PA4563 rpsT 30S ribosomal protein S20   1.44      
PA4570  hypothetical protein     -1.62  -1.57  
PA4571  probable cytochrome c   -1.45      
PA4572 fklB 
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 
FklB 
     1.38  1.08 
PA4573  hypothetical protein      1.43  1.02 
PA4574  conserved hypothetical protein   1.06      
PA4577  hypothetical protein   -1.22     1.04 
PA4585 rtcA RNA 3'-terminal phosphate cyclase  -1.04       
PA4587 ccpR 
cytochrome c551 peroxidase 
precursor 
  -1.7  1.08    
PA4595  probable ATP-binding component 
of ABC transporter 
      1.5  
PA4596 esrC EsrC    1.08   2.19 1.3 
PA4597 oprJ 
Multidrug efflux outer membrane 
protein OprJ precursor 
  7.94 5.19   8.55 5.16 
PA4598 mexD 
RND multidrug efflux transporter 
MexD 
  8.66 6.14   8.66 6.21 
PA4599 mexC 
RND multidrug efflux membrane 
fusion protein MexC precursor 
  7.76 7.5   8.21 7.81 
PA4600 nfxB transcriptional regulator NfxB   5.82 5.51   6.16 4.76 
PA4601 morA motility regulator   3.09 3.42   4.6 4.46 
PA4610  hypothetical protein   -2.24      
PA4611  hypothetical protein   -1.05      
PA4612  conserved hypothetical protein        1.21 
PA4613 katB catalase      3.56  3.32 
PA4618  hypothetical protein   -1.06      
PA4623  hypothetical protein   -1.58  -1    
PA4627  conserved hypothetical protein  -1.15       
PA4635  conserved hypothetical protein     -1.03 1.21  1.69 
PA4637  hypothetical protein -1.02 -1.39     1.65 1.18 
PA4640 mqoB malate:quinone oxidoreductase      -1.3  -1.04 
PA4651 cupE4 Pilin assembly chaperone CupE4      1.22  1.05 
PA4655 hemH ferrochelatase      1.12   
PA4656  conserved hypothetical protein      1.27  1.12 
PA4657  hypothetical protein   -1.17   1.18   
PA4658  hypothetical protein   -1.14      
PA4659  probable transcriptional regulator   -1.02      
PA4663 moeB 
molybdopterin biosynthesis MoeB 
protein 
 -1.2    1   
PA4664 prmC 
S-adenosylmethionine-dependent 
methyltransferase, PrmC 
 -1.08       
PA4668 lolB lipoprotein localization protein LolB        -1.25 
PA4669 ipk isopentenyl monophosphate kinase      -1.27   
PA4669.1  tRNA-Gln -1.08    1.35  1.31  
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Gen IDa 
Nombre 
del genb 
Descripciónc 
Fase exponencial de crecimientod 
(OD600 = 0,6) 
Fase estacionaria de crecimientoe 
(OD600 = 2,5) 
mexR*/ 
PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
mexR*/ 
PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
PA4670 prs 
ribose-phosphate 
pyrophosphokinase 
     -1.51  -1.31 
PA4671  probable ribosomal protein L25      -1.46  -1.37 
PA4672  peptidyl-tRNA hydrolase      -1.54  -1.72 
PA4673  conserved hypothetical protein      -1.12  -1.16 
PA4673.1  tRNA-Met -1.23 -1.23 -1.23 -1.23   1.29  
PA4677  hypothetical protein   -1.47      
PA4679  hypothetical protein -1.16 -1.55 -1.34 -1.16     
PA4680  hypothetical protein      1.47   
PA4681  hypothetical protein      1.17   
PA4682  hypothetical protein   -1.06      
PA4683  hypothetical protein   -1.52      
PA4690.2  23S ribosomal RNA        1.3 
PA4690.3  tRNA-Ala  1.54       
PA4690.5  16S ribosomal RNA        1.33 
PA4695 ilvH 
acetolactate synthase isozyme III 
small subunit 
     -1.16  -1.02 
PA4696 ilvI acetolactate synthase large subunit      -1.33  -1.08 
PA4702  hypothetical protein  -1.39 -2.13   1.79  1.34 
PA4703  hypothetical protein   -1.06      
PA4704.1 prrF1 regulatory RNA PrrF1 -1.91 -2.86 -1.78 -2.86 -1.2    
PA4704.2 prrF2 regulatory RNA PrrF2   1.09      
PA4704.3 prrH PrrH    -2.28 -1.06    
PA4709 phuS PhuS    -1.33     
PA4718  hypothetical protein   -1.15      
PA4726.1 P36 P36   1.64      
PA4731 panD 
aspartate 1-decarboxylase 
precursor 
     -1.29   
PA4736  hypothetical protein   -1.11      
PA4737  hypothetical protein  -1.27 -1.6   1.07   
PA4738  conserved hypothetical protein     -1.47  -1.03  
PA4739  conserved hypothetical protein     -1.52  -1.01  
PA4740 pnp 
polyribonucleotide 
nucleotidyltransferase 
     -1.13  -1.14 
PA4746.1  tRNA-Met -2.34    2.46  1.29 1.37 
PA4746.2  tRNA-Leu      -1.08   
PA4758.1 P32 P32     1.31  2.03 1.15 
PA4759 dapB dihydrodipicolinate reductase     1.63 1.07 1.58 1.31 
PA4760 dnaJ DnaJ protein     1.66 1.51 1.44 1.61 
PA4761 dnaK DnaK protein     1.61 1.35 1.07 1.49 
PA4762 grpE heat shock protein GrpE     1.06    
PA4770 lldP L-lactate permease       1.82  
PA4771 lldD L-lactate dehydrogenase   -2.15      
PA4772  probable ferredoxin   -1.61      
PA4774  hypothetical protein      -1.13  -1.1 
PA4776 pmrA 
PmrA: two-component regulator 
system response regulator PmrA 
 -1.09       
PA4781  cyclic di-GMP phosphodiesterase      1.12   
PA4782  hypothetical protein        -1.1 
PA4783  conserved hypothetical protein   -1.9      
PA4788  hypothetical protein   -1.17      
PA4789  conserved hypothetical protein  -1.3       
PA4792  conserved hypothetical protein   -1.43      
PA4799  hypothetical protein  -1.07    1.08   
PA4801  hypothetical protein -1.11 -1.64 -1.01 -1.31     
PA4802.1  tRNA-Sec 1.13 1.36  1.25  1.1   
PA4807 selB 
selenocysteine-specific elongation 
factor 
  -1.25      
PA4815  hypothetical protein       1.12  
PA4823  hypothetical protein  -1.31     1.37  
PA4824  hypothetical protein     1.05  1.08 1.67 
PA4826  hypothetical protein        1.28 
PA4828  conserved hypothetical protein  -1.32       
PA4836  hypothetical protein        1.32 
PA4846 aroQ1 3-dehydroquinate dehydratase      -1.39  -1.24 
PA4853 fis DNA-binding protein Fis      -1.38   
PA4857 tspR TspR  -1.12       
PA4863  hypothetical protein  -1.08       
PA4864 ureD urease accessory protein  -1.35 -1.77      
PA4865 ureA urease gamma subunit   -1.68      
PA4867 ureB urease beta subunit      -1.16   
PA4871  hypothetical protein     1.13  1.42 1.52 
PA4878 brlR BrlR       1.27  
PA4881  hypothetical protein  -1.15       
PA4888 desB acyl-CoA delta-9-desaturase, DesB     1.18    
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Gen IDa 
Nombre 
del genb 
Descripciónc 
Fase exponencial de crecimientod 
(OD600 = 0,6) 
Fase estacionaria de crecimientoe 
(OD600 = 2,5) 
mexR*/ 
PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
mexR*/ 
PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
PA4889  probable oxidoreductase  -1.7 -1.79 -1.25 1.03 1.03 1.58 1.12 
PA4890 desT DesT  -1.12       
PA4891 ureE urease accessory protein UreE   -1.81      
PA4892 ureF urease accessory protein UreF  -1.23  -1.33     
PA4894  hypothetical protein  -1.97 -1.67   1.07 1.11 1.82 
PA4896  probable sigma-70 factor, ECF 
subfamily 
    -1.13    
PA4901 mdlC benzoylformate decarboxylase   -1.26      
PA4903  probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
 -1.15 -1.01      
PA4908  hypothetical protein      1.48 1.15 1.26 
PA4916 nrtR 
Nudix-related transcriptional 
regulator NrtR 
  -2.24      
PA4917 nadD2 
nicotinate mononucleotide 
adenylyltransferase NadD2 
  -2      
PA4919 pncB1 
nicotinate 
phosphoribosyltransferase 
1.06        
PA4920 nadE NH3-dependent NAD synthetase   -1.66      
PA4921 choE cholinesterase, ChoE   -1.64      
PA4928  conserved hypothetical protein      -1.06  -1.06 
PA4936  probable rRNA methylase   -1      
PA4937 rnr exoribonuclease RNase R   -1.06      
PA4937.2  tRNA-Leu        -1.87 
PA4955  hypothetical protein   -1.16      
PA4958  hypothetical protein   -1.08      
PA4962  conserved hypothetical protein   -1.17   -1.03   
PA4966  hypothetical protein  -1.05 -1.11      
PA4969 cpdA 
Cyclic AMP (cAMP) 
Phosphodiesterase, CpdA 
      1.15  
PA4973 thiC thiamin biosynthesis protein ThiC      -1.1   
PA4988 waaA 
3-deoxy-D-manno-octulosonic-acid 
(KDO) transferase 
 -1.13       
PA4991  hypothetical protein       1.02  
PA5019  conserved hypothetical protein      1.21   
PA5023  conserved hypothetical protein     -1.71  -1.36  
PA5024  conserved hypothetical protein        -1.13 
PA5025 metY homocysteine synthase   -1.28      
PA5026  hypothetical protein   -1.5      
PA5027  hypothetical protein   -1.69   1.17  1.22 
PA5033  hypothetical protein        -1.01 
PA5052  hypothetical protein   -1.08      
PA5054 hslU heat shock protein HslU     1.91 1.61 1.17 1.61 
PA5058 phaC2 
poly(3-hydroxyalkanoic acid) 
synthase 2 
  -1.32  -1.07    
PA5064  hypothetical protein  -1.06     1.29  
PA5065 ubiB 
ubiquinone biosynthetic protein 
UbiB 
     -1.08  -1.12 
PA5071  conserved hypothetical protein   -1.07      
PA5074  probable ATP-binding component 
of ABC transporter 
     -1.44  -1.3 
PA5075  probable permease of ABC 
transporter 
     -1.44  -1.03 
PA5076  probable binding protein 
component of ABC transporter 
     -1.11   
PA5084 dguA DguA   -1.74 -1.26 1.29 1.48 1.29 1.9 
PA5092 hutI 
imidazolone-5-propionate 
hydrolase HutI 
  -1.02      
PA5093  probable histidine/phenylalanine 
ammonia-lyase 
  -1.26   1.05   
PA5101  hypothetical protein      1.11   
PA5106  conserved hypothetical protein   -1.55      
PA5115  conserved hypothetical protein   -1.22      
PA5116  probable transcriptional regulator  -1.18 -1.28      
PA5118 thiI thiazole biosynthesis protein ThiI      -1.02   
PA5120  hypothetical protein  -1.15     1.87  
PA5124 ntrB two-component sensor NtrB   -1.08      
PA5125.1 nrsZ nitrogen-regulated sRNA, NrsZ       1.3  
PA5128 secB secretion protein SecB      -1.48  -1.53 
PA5135  conserved hypothetical protein   -1.1      
PA5137  hypothetical protein      -1.14   
PA5139  hypothetical protein     1.04    
PA5144  hypothetical protein -1.07 -1.35 -1.73      
PA5149  conserved hypothetical protein  -1.33 -1.14      
PA5154  probable permease of ABC 
transporter 
   -1     
PA5157  probable transcriptional regulator     -2.64  -1.83  
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Gen IDa 
Nombre 
del genb 
Descripciónc 
Fase exponencial de crecimientod 
(OD600 = 0,6) 
Fase estacionaria de crecimientoe 
(OD600 = 2,5) 
mexR*/ 
PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
mexR*/ 
PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
PA5158  probable outer membrane protein 
precursor 
    -1.08    
PA5159  multidrug resistance protein      1.33  1.14 
PA5168 dctQ DctQ    -1.07     
PA5169 dctM DctM    -1.18     
PA5170 arcD arginine/ornithine antiporter   -1.17      
PA5171 arcA arginine deiminase   -3.11      
PA5172 arcB 
ornithine carbamoyltransferase, 
catabolic 
  -3.46      
PA5173 arcC carbamate kinase   -3.7      
PA5180  conserved hypothetical protein -1.01 -1.24 -1.53  -1.05 1.27  1.56 
PA5181  probable oxidoreductase      1.69  1.93 
PA5182  hypothetical protein  -1.24       
PA5183.1 rsmN RsmN   -1.01      
PA5189  probable transcriptional regulator   -1.16      
PA5192 pckA 
phosphoenolpyruvate 
carboxykinase 
     -1.25  -1.02 
PA5201  conserved hypothetical protein      -1.23   
PA5202  hypothetical protein -1.11 -1.52  -1.61     
PA5207  probable phosphate transporter   -1.84      
PA5211  conserved hypothetical protein   -1.78      
PA5216  probable permease of ABC iron 
transporter 
-1.02 -1.04       
PA5217  probable binding protein 
component of ABC iron transporter 
  1.44      
PA5221  probable FAD-dependent 
monooxygenase 
 -1.09 -1.08      
PA5223 ubiH ubiH protein   -1.04      
PA5227.1 ssrS 6S RNA        1.18 
PA5228  conserved hypothetical protein   -1.22      
PA5230  probable permease of ABC 
transporter 
  -1.8      
PA5231  probable ATP-binding/permease 
fusion ABC transporter 
  -2.11      
PA5232  conserved hypothetical protein   -1.43  1.01   1.04 
PA5233  hypothetical protein       1.02  
PA5235 glpT glycerol-3-phosphate transporter      1.03   
PA5259 hemD uroporphyrinogen-III synthetase   -1.12      
PA5260 hemC porphobilinogen deaminase   -1      
PA5266 vgrG6 VgrG6     -1.01    
PA5267 hcpB secreted protein Hcp     -2.53 -1.33 -2.68 -1.38 
PA5275  conserved hypothetical protein     -1.08    
PA5280 sss site-specific recombinase Sss  -1.09       
PA5286  conserved hypothetical protein   1.26      
PA5296 rep ATP-dependent DNA helicase Rep      -1.35  -1.09 
PA5297 poxB 
pyruvate dehydrogenase 
(cytochrome) 
    -1.1    
PA5302 dadX catabolic alanine racemase   -1.03      
PA5305  conserved hypothetical protein   -1.18      
PA5307  hypothetical protein   -1.11      
PA5314  hypothetical protein    1.2     
PA5315 rpmG 50S ribosomal protein L33   1.01      
PA5316 rpmB 50S ribosomal protein L28   1.28      
PA5318  hypothetical protein   -1.53      
PA5321 dut 
deoxyuridine 5'-triphosphate 
nucleotidohydrolase 
       -1.08 
PA5328 sphB SphB   -1.24      
PA5341  hypothetical protein  -1.31 -1.65      
PA5342  probable transcriptional regulator   -1.24      
PA5343  hypothetical protein   -1      
PA5346 sadB SadB   -1.14      
PA5348  probable DNA-binding protein   1.41      
PA5352  conserved hypothetical protein  -1.62 -1.62  2.06 1.52 1.27 1.46 
PA5353 glcF glycolate oxidase subunit GlcF     2.45 1.77 1.08 1.63 
PA5354 glcE glycolate oxidase subunit GlcE   -1.07  3.03 2.65 1.85 2.54 
PA5355 glcD glycolate oxidase subunit GlcD     1.7 1.07   
PA5356 glcC transcriptional regulator GlcC   -1.11      
PA5357  hypothetical protein  -1.73  -1.08     
PA5369.1  5S ribosomal RNA        1.6 
PA5369.2  23S ribosomal RNA        1.32 
PA5369.3  tRNA-Ala -1.24 -1.24 -1.24      
PA5369.4  tRNA-Ile     -1.46 -1.46 -1.46 -1.46 
PA5369.5  16S ribosomal RNA        1.38 
PA5381  hypothetical protein   -1.29     1.47 
PA5383  conserved hypothetical protein       -1.43  
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Nombre 
del genb 
Descripciónc 
Fase exponencial de crecimientod 
(OD600 = 0,6) 
Fase estacionaria de crecimientoe 
(OD600 = 2,5) 
mexR*/ 
PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
mexR*/ 
PAO1 
ΔmexB/ 
PAO1 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
PA5385 cdhB 
CdhB, Carnitine dehydrogenase-
related gene B 
     1.42 1.27  
PA5397  hypothetical protein        1.18 
PA5405  hypothetical protein  -1.14       
PA5406  hypothetical protein     1.03    
PA5407  hypothetical protein -1.12 -1.27       
PA5408  hypothetical protein   -2.76      
PA5409  hypothetical protein   -1.75      
PA5415 glyA1 serine hydroxymethyltransferase        1.23 
PA5417 soxD sarcosine oxidase delta subunit     -1.06    
PA5418 soxA sarcosine oxidase alpha subunit        1.09 
PA5419 soxG sarcosine oxidase gamma subunit    -1.1    1.24 
PA5421 fdhA 
glutathione-independent 
formaldehyde dehydrogenase 
       1.11 
PA5424  conserved hypothetical protein        1.04 
PA5427 adhA alcohol dehydrogenase   -1.72      
PA5429 aspA aspartate ammonia-lyase   1.06    1.02  
PA5431  probable transcriptional regulator  -1.4       
PA5435  probable transcarboxylase subunit   -1.55      
PA5436  probable biotin carboxylase 
subunit of a transcarboxylase 
  -1.27  1.03    
PA5445  probable coenzyme A transferase  -1.15    -1.41  -1.01 
PA5457  methyltransferase  -1.14  -1.12     
PA5460  hypothetical protein     -1.03 1.56 -1.43 1.46 
PA5466  hypothetical protein   -1.24      
PA5467  hypothetical protein   -1.23   1.21 1.33  
PA5470  probable peptide chain release 
factor 
     1.15  1.37 
PA5471 armZ ArmZ        1.02 
PA5475  hypothetical protein   -1.4      
PA5479 gltP proton-glutamate symporter      -1.3   
PA5480  hypothetical protein  1.07       
PA5481  hypothetical protein     -1.59    
PA5482  hypothetical protein     -1.07    
PA5486  conserved hypothetical protein  -1.09       
PA5494  hypothetical protein   -1.26      
PA5495 thrB homoserine kinase   -1.74      
PA5496 nrdJb 
class II (cobalamin-dependent) 
ribonucleotide-diphosphate 
reductase subunit, NrdJb 
  -2.52      
PA5498 znuA ZnuA   -1.11      
PA5499 zur zinc uptake regulator, Zur   -1.24      
PA5500 znuC zinc transport protein ZnuC   -1.19      
PA5508 pauA7 
Glutamylpolyamine synthetase 
homologue 
  -1.1      
PA5509  hypothetical protein      -1.02   
PA5515  hypothetical protein  -1.1       
PA5531 tonB1 TonB1   1.35      
PA5534  hypothetical protein  -1.04       
PA5536 dksA2 DksA2      -1.04   
PA5537  hypothetical protein   -1.09      
PA5540  hypothetical protein     1.02   1.33 
PA5544  conserved hypothetical protein     1    
PA5546  conserved hypothetical protein      1.01   
PA5555 atpG ATP synthase gamma chain      -1.17  -1.22 
PA5556 atpA ATP synthase alpha chain      -1.09  -1.02 
PA5557 atpH ATP synthase delta chain      -1.37  -1.31 
PA5558 atpF ATP synthase B chain      -1.4  -1.26 
PA5559 atpE atp synthase C chain      -1.22  -1.04 
PA5560 atpB ATP synthase A chain      -1.29  -1.2 
PA5566  hypothetical protein        -1.09 
PA5568  conserved hypothetical protein      -1.18   
PA5569 rnpA ribonuclease P protein component      -1.09   
a Codigo identificativo, b nombre y c descripción de los genes según lo establecido en la base de datos Pseudomonas Genome 
DataBase. 
d Valores de LogRatio de cada uno de los genes que presentaron variaciones transcripcionales significativas en las cepas 
experimentales (mexR*, ΔmexB, nfxB* y nfxB*ΔmexD) respecto a la cepa silvestre (PAO1) durante la fase exponencial de 
crecimiento. 
e Valores de LogRatio de cada uno de los genes que presentaron variaciones transcripcionales significativas en las cepas 
experimentales (mexR*, ΔmexB, nfxB* y nfxB*ΔmexD) respecto a la cepa silvestre (PAO1) durante la fase estacionaria de 
crecimiento. 
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Tabla A-2. Lista de genes que varió su expresión en la fase exponencial o estacionaria de 
crecimiento en la cepa nfxB* debido a la pérdida de funcionalidad de NfxB, ya sea de manera 
independiente o sinérgica con la actividad de la bomba MexCD-OprJ. 
Gen IDa 
Nombre 
del genb 
Descripciónc 
Fase exponencial de crecimientod 
(OD600 = 0,6) 
Fase estacionaria de crecimientoe 
(OD600 = 2,5) 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
nfxB*/ 
nfxB*ΔmexD 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
nfxB*/ 
nfxB*ΔmexD 
PA0072 tagS1   -1.16 -1.31 0.15  1.08 -0.65 
PA0073 tagT1   -1.59 -1.28 -0.31  1.88 -1.34 
PA0076 tagF1   -1.37  -0.43 1.24 1.74 -0.5 
PA0078 tssL1     -0.18 1.08 1.58 -0.51 
PA0098   hypothetical protein -1.27  -0.46  1.22 -0.54 
PA0117   probable short chain dehydrogenase -1.1 -1.1 0   -0.4 
PA0135   hypothetical protein -1.68  -1.89 1.9 1.18 0.72 
PA0144   hypothetical protein -2.99 -1.03 -1.96   -0.81 
PA0161   hypothetical protein   -1.34 1.08  0.34 
PA0163   probable transcriptional regulator   -0.44 1.23  0.23 
PA0168   conserved hypothetical protein -1.14  -0.28   0.09 
PA0182   probable short-chain dehydrogenase -1.2  -0.52 1.2  0.31 
PA0213   hypothetical protein -1.24 -1.24 0   0.61 
PA0214   probable acyl transferase -1.11  -0.16   0.9 
PA0227   probable CoA transferase, subunit B -1.16 -1.11 -0.05   -0.05 
PA0228 pcaF beta-ketoadipyl CoA thiolase PcaF -1.15 -1.08 -0.07   0.08 
PA0263 hcpC secreted protein Hcp   -0.24 -1.4 -1.26 -0.15 
PA0267   hypothetical protein -1.26  -0.36   0.13 
PA0332   hypothetical protein -1.73 -1.67 -0.05   -0.15 
PA0344   hypothetical protein -1.18  -0.44   0.07 
PA0345   hypothetical protein -1.19  -0.21   -0.34 
PA0369   Uncharacterized protein -1.34 -1.62 0.28   -0.46 
PA0377   hypothetical protein -1.34 -1.1 -0.23   0.44 
PA0387   conserved hypothetical protein -1.06  -0.42  1.12 -0.8 
PA0413 chpA 
component of chemotactic signal 
transduction system 
-1.1  -0.45   0.73 
PA0414 chpB probable methylesterase -1.03  -0.41   0.79 
PA0415 chpC probable chemotaxis protein -1.15  -0.35   0.36 
PA0416 chpD probable transcriptional regulator -1.02  -0.26   0.37 
PA0483   probable acetyltransferase -1.12  -0.4   0.19 
PA0509 nirN   -1.98 -1.53 -0.45  -4.58 3.68 
PA0510 nirE   -2.39 -1.2 -1.19  -4.25 3.56 
PA0520 nirQ regulatory protein NirQ   -0.42 -1.29 -1.48 0.2 
PA0521   probable cytochrome c oxidase subunit -1.51 
 -1.33 -2.15 -2.23 0.08 
PA0522   hypothetical protein -1.77  -1.79 -1.47 -1.38 -0.09 
PA0523 norC nitric-oxide reductase subunit C   -0.52 -3.07 -2.77 -0.3 
PA0524 norB nitric-oxide reductase subunit B   -1.07 -2.96 -2.26 -0.7 
PA0525 norD probable dinitrification protein NorD -1.13  -0.87 -1.97 -2.66 0.69 
PA0556   hypothetical protein -1.08  -0.23 1.24  0.98 
PA0603 agtA   1.51 3 -1.49   0.9 
PA0604 agtB   1.5 2.74 -1.23   0.9 
PA0605 agtC   1.19 3.48 -2.29   0.96 
PA0606 agtD   1.07 3.11 -2.03   0.97 
PA0612 ptrB repressor, PtrB   -0.54 1.13 1.7 -0.57 
PA0627   conserved hypothetical protein 1.01  0.45   0.01 
PA0786   probable transporter -1.16  -0.44   0.45 
PA0814   conserved hypothetical protein   -0.66 1.31 1.7 -0.39 
PA0887.1 P7     -0.48 -2.51 -2.51 0 
PA0905.1   tRNA-Ser -2.48 -2.48 0  1.29 -1.53 
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Gen IDa 
Nombre 
del genb 
Descripciónc 
Fase exponencial de crecimientod 
(OD600 = 0,6) 
Fase estacionaria de crecimientoe 
(OD600 = 2,5) 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
nfxB*/ 
nfxB*ΔmexD 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
nfxB*/ 
nfxB*ΔmexD 
PA1020   probable acyl-CoA dehydrogenase -1.14  -0.36   -0.37 
PA1052   conserved hypothetical protein -1.34 -1.66 0.32   -0.18 
PA1125   
probable cobalamin biosynthetic 
protein 
-1.23 -1.05 -0.18   0.31 
PA1137   probable oxidoreductase -3.4 -1.43 -1.98  2.34 -2.13 
PA1149   hypothetical protein   -0.33 1.31 1.22 0.09 
PA1160   hypothetical protein -1.48 -1.41 -0.07   0.41 
PA1176 napF ferredoxin protein NapF -1.8 -1.11 -0.69  1.57 -1.04 
PA1229   probable transcriptional regulator -1.34  -0.5   -0.17 
PA1235   probable transcriptional regulator -1.11  -0.35   -0.11 
PA1268 lhpA Hydroxyproline 2-epimerase, LhpA -1.12 -1.12 0.01   -0.89 
PA1276 cobC cobalamin biosynthetic protein CobC -1.29 -1.11 -0.18   -0.1 
PA1277 cobQ cobyric acid synthase -1.05  -0.33   0.11 
PA1278 cobP cobinamide kinase -1.21  -0.42   0.53 
PA1280   hypothetical protein -1.04  -0.41   0.21 
PA1281 cobV cobalamin (5'-phosphate) synthase -1.05  -0.47  1.06 -0.68 
PA1324.1 P9   -2.18 -1.2 -0.98   -1.61 
PA1355   hypothetical protein   0.01 1.38 1.63 -0.26 
PA1357   conserved hypothetical protein   0.25 1.17  0.45 
PA1375 pdxB 
erythronate-4-phosphate 
dehydrogenase 
-1.38 -1.24 -0.14   -0.17 
PA1416   conserved hypothetical protein -1.21 -1.15 -0.06   0.17 
PA1417   probable decarboxylase -1.39 -1.03 -0.36   0.52 
PA1418   probable sodium:solute symport protein -1.04 
 -0.25   0.48 
PA1419   probable transporter -1.44 -1.03 -0.41   0.24 
PA1420   hypothetical protein -1.84  -0.87 1.1  0.4 
PA1465   hypothetical protein -1.82 -1.02 -0.8  1.12 -0.53 
PA1495   hypothetical protein -1.72 -1.18 -0.54   -0.25 
PA1547   hypothetical protein -1.53 -1.43 -0.11   -0.18 
PA1597   hypothetical protein -1.26  -0.42 1.49 1.48 0.01 
PA1661 hsiH2   -1.56  -1.4 -1.11  -0.38 
PA1701 pcr3   -1.88  -1.19 1.04  0.28 
PA1704 pcrR transcriptional regulator protein PcrR -1.16 -1.81 0.65   0.03 
PA1705 pcrG regulator in type III secretion -1.54 -1.25 -0.29   -0.1 
PA1707 pcrH regulatory protein PcrH -1.15  -0.4   0.97 
PA1721 pscH type III export protein PscH -1.02  -0.38   0.46 
PA1780 nirD 
assimilatory nitrite reductase small 
subunit 
-1.06 -1.07 0.01  -1.16 0.78 
PA1796.3   tRNA-Leu -1.26  -1.01 3.14 2.75 0.4 
PA1858 str streptomycin 3''-phosphotransferase   -0.64 1.21  0.35 
PA1899 phzA2 
probable phenazine biosynthesis 
protein 
  -1.6 -1.65 -1.44 -0.21 
PA1960   hypothetical protein   0.43 1.23 1.28 -0.05 
PA2074   hypothetical protein -1.75 -1.41 -0.34   -0.22 
PA2127 cgrA cupA gene regulator A, CgrA -1.76  -2.2 1.2  0.24 
PA2192   conserved hypothetical protein -1.42 -1.12 -0.3   -1.23 
PA2202   probable amino acid permease -1.24 -1.98 0.74   0.77 
PA2233 pslC   -1.06  -0.22   -0.29 
PA2271   probable acetyltransferase -1.41  -0.45 1.58 1.69 -0.11 
PA2302 ambE   -1.15  -0.38  1.17 -0.88 
PA2305 ambB   -1.06  -0.37   0.21 
PA2309   hypothetical protein   -0.8 1.06  0.43 
PA2311   hypothetical protein -1.57 -1.57 0 1.54  2.43 
PA2344 mtlZ fructokinase -1.37  -0.39   0.45 
PA2383   probable transcriptional regulator -1.17 -1.09 -0.09   0.38 
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del genb 
Descripciónc 
Fase exponencial de crecimientod 
(OD600 = 0,6) 
Fase estacionaria de crecimientoe 
(OD600 = 2,5) 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
nfxB*/ 
nfxB*ΔmexD 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
nfxB*/ 
nfxB*ΔmexD 
PA2384   hypothetical protein -1.21 -1.67 0.46   -0.61 
PA2385 pvdQ 
3-oxo-C12-homoserine lactone 
acylase PvdQ 
-1.38  -0.46   -0.46 
PA2386 pvdA L-ornithine N5-oxygenase -1.07 -1.27 0.2   -0.34 
PA2394 pvdN   -1.37 -1.03 -0.35   0.03 
PA2395 pvdO   -1  -0.27   -0.34 
PA2402   
probable non-ribosomal peptide 
synthetase 
-1.13  -0.14   0 
PA2404   hypothetical protein -1 -2.59 1.58   0.68 
PA2405   hypothetical protein -2.1 -2.23 0.13  -1.21 0.48 
PA2406   hypothetical protein -1.03 -2.01 0.98   -0.41 
PA2407   probable adhesion protein -1.33 -1.8 0.47   0.56 
PA2408   
probable ATP-binding component of 
ABC transporter 
-2.29 -2.55 0.26   -0.99 
PA2409   
probable permease of ABC 
transporter 
-1.53 -1.9 0.38   0.89 
PA2410   hypothetical protein -1.45 -1.52 0.07   0.62 
PA2411   probable thioesterase -1.68 -2.04 0.36   -0.09 
PA2422   hypothetical protein 1.27 1.38 -0.12   0.44 
PA2424 pvdL   -1.05  -0.22   -0.35 
PA2425 pvdG   -1.24  -0.36   -0.71 
PA2437   hypothetical protein -1 -1.14 0.13   -0.14 
PA2438   hypothetical protein -1.09 -1.11 0.01   -0.23 
PA2452   hypothetical protein -1.01  -0.22   -0.37 
PA2507 catA catechol 1,2-dioxygenase -1.15 -1.04 -0.11  1.45 -0.47 
PA2511 antR     -0.96 1.03 1.95 -0.92 
PA2512 antA 
anthranilate dioxygenase large 
subunit 
  0.07 2.89 3.94 -1.05 
PA2513 antB 
anthranilate dioxygenase small 
subunit 
  0.01 2.58 3.85 -1.27 
PA2514 antC anthranilate dioxygenase reductase   -0.52 2.02 3.33 -1.3 
PA2570.1   tRNA-Leu -1.02  -0.73 -1.66 -1.35 -0.31 
PA2603.1   tRNA-Ser   0 -1.32 -1.32 0 
PA2605   conserved hypothetical protein -1.22  -0.27   -0.08 
PA2664 fhp flavohemoprotein   -1 -2.47 -1.39 -1.08 
PA2681   probable transcriptional regulator -1.18  -0.27   0.54 
PA2682   conserved hypothetical protein   -0.47 1.11  0.18 
PA2759   hypothetical protein -1.03  -0.1   0.24 
PA2789   hypothetical protein   -0.02 1.03 1.01 0.02 
PA2803   hypothetical protein   0 1.23  0.37 
PA2804   hypothetical protein   0.25 -1.46 -1.05 -0.41 
PA2808 ptrA Pseudomonas type III repressor A   -0.35 1.99 1.97 0.02 
PA2833   conserved hypothetical protein -1.27 -1.1 -0.17 1.45 1.56 -0.1 
PA2872   hypothetical protein -1.1  -0.12   -0.38 
PA2908 cbiD cobalamin biosynthetic protein CbiD -1.05 -1 -0.05   0.78 
PA2935   hypothetical protein 1.47 1.12 0.35   0.91 
PA2941   hypothetical protein -1.21  -0.31   0 
PA2962 tmk thymidylate kinase -1.04  -0.24   0.52 
PA3006 psrA transcriptional regulator PsrA -1.37  -0.45 -1.45  -2.09 
PA3025   
probable FAD-dependent glycerol-3-
phosphate dehydrogenase 
-1.21 -1.53 0.32   0.21 
PA3031.1   tRNA-Pro  1.4 -1.4 1.29 1.37 -0.08 
PA3067   probable transcriptional regulator -1.12  -0.14   0.3 
PA3094.1   tRNA-Asp -1.23 -1.23 0  1.37 -1.37 
PA3094.3   tRNA-Val  -1.24 1.43 -2.19 -2.19 0 
PA3095 xcpZ general secretion pathway protein M -1.62 -1.01 -0.6   -0.52 
PA3096 xcpY general secretion pathway protein L -1.04  -0.34   -0.31 
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Fase exponencial de crecimientod 
(OD600 = 0,6) 
Fase estacionaria de crecimientoe 
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nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
nfxB*/ 
nfxB*ΔmexD 
nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
nfxB*/ 
nfxB*ΔmexD 
PA3133.2   tRNA-Ala 2.14 1.42 0.72   0 
PA3208   conserved hypothetical protein -1.31 -1.05 -0.27   0.39 
PA3218   hypothetical protein -1.77 -1.43 -0.34   0.58 
PA3220   probable transcriptional regulator -1.11 -1.03 -0.07   0.19 
PA3241   hypothetical protein -1.05  -0.47   0.9 
PA3259   hypothetical protein -1.1  -0.36  1.21 -0.58 
PA3272   
probable ATP-dependent DNA 
helicase 
-1.01  -0.46  1.06 -0.54 
PA3304.1 P18   -1.73 -1.73 0   -0.09 
PA3307   hypothetical protein -2.34 -1.17 -1.16  1.37 -1.28 
PA3320   hypothetical protein   0.25 1.51 2.09 -0.58 
PA3328   probable FAD-dependent monooxygenase -2.61 
 -2.58 1.22  0.42 
PA3354   hypothetical protein -1.07  -0.45   -0.23 
PA3358   hypothetical protein -1.09 -1.06 -0.03   0.18 
PA3360   probable secretion protein   -0.6 1.23 1.36 -0.14 
PA3372   conserved hypothetical protein -1.15  -0.6 1.05  0.44 
PA3373   conserved hypothetical protein -1.16  -0.24   0.31 
PA3375   
probable ATP-binding component of 
ABC transporter 
-1.29  -0.44   0.18 
PA3411   hypothetical protein 1.47 1.96 -0.49   -0.4 
PA3448   
probable permease of ABC 
transporter 
-1.01  -0.3   0.27 
PA3493   conserved hypothetical protein -1.06  -0.39   0.02 
PA3494   conserved hypothetical protein   -0.06 1.06  0.23 
PA3511   probable short-chain dehydrogenase   -0.14 1.02  0.49 
PA3520   hypothetical protein 2.66 2.47 0.18   -0.27 
PA3536   hypothetical protein -1.08 -1.04 -0.04   -0.2 
PA3560 fruA 
phosphotransferase system 
transporter fructose-specific IIBC 
component 
-1.17  -0.43   -0.36 
PA3665   hypothetical protein   -0.47 1.03  0.38 
PA3680   conserved hypothetical protein  -1.24 0.41 1.01  0.48 
PA3684   hypothetical protein -1.24 -1.09 -0.14   -0.41 
PA3719 armR antirepressor for MexR, ArmR -1.12  -0.33   -0.77 
PA3720   hypothetical protein -1.08  -0.41 -1.54  -1.01 
PA3824.1   tRNA-Leu -2.2 -2.2 0  -1.35 1.19 
PA3870 moaA1 
molybdopterin biosynthetic protein 
A1 
-1.34  -0.46  -1.78 0.94 
PA3872 narI 
respiratory nitrate reductase gamma 
chain 
-1.4  -0.9 -1.16 -3.51 2.35 
PA3873 narJ 
respiratory nitrate reductase delta 
chain 
-1.76 -1.64 -0.11  -2.21 1.56 
PA3874 narH 
respiratory nitrate reductase beta 
chain 
-1.22  -0.76 -1.01 -2.04 1.03 
PA3880   conserved hypothetical protein -1.33  -0.49   1.3 
PA3890 opuCB 
OpuC ABC transporter, permease 
protein, OpuCB 
  -0.56 -1.06  -0.43 
PA3906   hypothetical protein -1.01  -0.04   0.96 
PA3920   probable metal transporting P-type ATPase -1.57 
 -1.08 1.08  0.17 
PA3939   hypothetical protein -1.01  -0.24 1.14  1.33 
PA3954   hypothetical protein   -0.46 1.25  0.31 
PA3973   probable transcriptional regulator -2.83 -1.55 -1.28  1.39 -0.62 
PA3975 thiD phosphomethylpyrimidine kinase -1.14 -1.17 0.03   0.63 
PA4028   hypothetical protein   -0.65 1.32 1.67 -0.35 
PA4043 ispA geranyltranstransferase   -0.09 1.11  0.44 
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PAO1 
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nfxB*/ 
PAO1 
nfxB*ΔmexD/ 
PAO1 
nfxB*/ 
nfxB*ΔmexD 
PA4056 ribD 
riboflavin-specific 
deaminase/reductase 
-1.14  -0.3   0.63 
PA4092 hpaC 
4-hydroxyphenylacetate 3-
monooxygenase small chain 
-1.01 -1.21 0.21   0.03 
PA4134   hypothetical protein -1.25  -0.4   1.39 
PA4172   probable nuclease -1.09  -0.3 -1.18  -1.48 
PA4188   conserved hypothetical protein -1.04  -0.57 1.08  0.43 
PA4205 mexG hypothetical protein -1.14  -0.4 -5.31  -5.63 
PA4212 phzC1 phenazine biosynthesis protein PhzC -2.35 -1.95 -0.4  1.86 -2.69 
PA4270.1 P26   -1.37 -1.37 0   0 
PA4277.2   tRNA-Gly 1.46 1.44 0.02 2.46  2.46 
PA4280.1   5S ribosomal RNA -1.45 -1.45 0   0 
PA4289   probable transporter -1.18 -1.09 -0.09   0.19 
PA4323   hypothetical protein -1.03  -0.4   0.15 
PA4331   probable ferredoxin reductase -1.91 -1.29 -0.63   -0.46 
PA4362   hypothetical protein -1.26  -0.39   -0.54 
PA4478   conserved hypothetical protein -1.11  -0.19   -0.11 
PA4541.2   tRNA-Pro 2.59 1.4 1.19  1.37 -1.37 
PA4596 esrC    1.08 -1.34 2.19 1.3 0.9 
PA4597 oprJ 
Multidrug efflux outer membrane 
protein OprJ precursor 
7.94 5.19 2.75 8.55 5.16 3.4 
PA4598 mexD 
RND multidrug efflux transporter 
MexD 
8.66 6.14 2.52 8.66 6.21 2.44 
PA4599 mexC 
RND multidrug efflux membrane 
fusion protein MexC precursor 
7.76 7.5 0.26 8.21 7.81 0.41 
PA4600 nfxB transcriptional regulator NfxB 5.82 5.51 0.32 6.16 4.76 1.4 
PA4601 morA motility regulator 3.09 3.42 -0.33 4.6 4.46 0.14 
PA4637   hypothetical protein   0.45 1.65 1.18 0.48 
PA4673.1   tRNA-Met -1.23 -1.23 0 1.29  1.29 
PA4679   hypothetical protein -1.34 -1.16 -0.18   0.2 
PA4704.1 prrF1 regulatory RNA PrrF1 -1.78 -2.86 1.08   0.59 
PA4736   hypothetical protein -1.11  -0.46   -0.16 
PA4746.1   tRNA-Met   -1.15 1.29 1.37 -0.08 
PA4758.1 P32     0.11 2.03 1.15 0.88 
PA4759 dapB dihydrodipicolinate reductase   0.37 1.58 1.31 0.27 
PA4760 dnaJ DnaJ protein   0.44 1.44 1.61 -0.17 
PA4761 dnaK DnaK protein   0.28 1.07 1.49 -0.42 
PA4801   hypothetical protein -1.01 -1.31 0.31   -0.15 
PA4807 selB 
selenocysteine-specific elongation 
factor 
-1.25  -0.43   0.07 
PA4824   hypothetical protein   -0.47 1.08 1.67 -0.58 
PA4871   hypothetical protein   -0.54 1.42 1.52 -0.1 
PA4889   probable oxidoreductase -1.79 -1.25 -0.54 1.58 1.12 0.45 
PA4894   hypothetical protein -1.67  -0.93 1.11 1.82 -0.71 
PA4903   probable major facilitator superfamily (MFS) transporter -1.01 
 -0.07   -0.18 
PA4908   hypothetical protein   -0.66 1.15 1.26 -0.11 
PA4966   hypothetical protein -1.11  -0.38   0.63 
PA5054 hslU heat shock protein HslU   -0.01 1.17 1.61 -0.44 
PA5084 dguA   -1.74 -1.26 -0.48 1.29 1.9 -0.6 
PA5116   probable transcriptional regulator -1.28  -0.43   0.12 
PA5124 ntrB two-component sensor NtrB -1.08  -0.36   0.84 
PA5221   probable FAD-dependent monooxygenase -1.08 
 -0.24   0.15 
PA5233   hypothetical protein   0.02 1.02  0.29 
PA5267 hcpB secreted protein Hcp   -0.57 -2.68 -1.38 -1.29 
PA5302 dadX catabolic alanine racemase -1.03  -0.33   0.15 
PA5342   probable transcriptional regulator -1.24  -0.38   0.78 
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(OD600 = 0,6) 
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PAO1 
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nfxB*/ 
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PAO1 
nfxB*/ 
nfxB*ΔmexD 
PA5343   hypothetical protein -1  -0.31   0.68 
PA5352   conserved hypothetical protein -1.62  -0.96 1.27 1.46 -0.18 
PA5353 glcF glycolate oxidase subunit GlcF   -0.47 1.08 1.63 -0.55 
PA5354 glcE glycolate oxidase subunit GlcE -1.07  -0.14 1.85 2.54 -0.69 
PA5369.4   tRNA-Ile   0 -1.46 -1.46 0 
PA5508 pauA7 
Glutamylpolyamine synthetase 
homologue 
-1.1  -0.32   -0.17 
PA5537   hypothetical protein -1.09   -0.39     0.08 
a Codigo identificativo, b nombre y c descripción de los genes según lo establecido en la base de datos Pseudomonas Genome 
DataBase. 
d Valores de LogRatio de los genes que presentaron variaciones de expresión significativas durante la fase exponencial de 
crecimiento en la cepa nfxB* respecto a la cepa silvestre PAO1, comparados con los valores de LogRatio de la cepa nfxB*ΔmexD 
respecto a PAO1 y de los valores de LogRatio de la cepa nfxB* respecto a la cepa nfxB*ΔmexD. 
e Valores de LogRatio de los genes que presentaron variaciones de expresión significativas durante la fase estacionaria de 
crecimiento en la cepa nfxB* respecto a la cepa silvestre PAO1, comparados con los valores de LogRatio de la cepa nfxB*ΔmexD 
respecto a PAO1 y de los valores de LogRatio de la cepa nfxB* respecto a la cepa nfxB*ΔmexD. 
Tabla A-3. Lista conjunta de genes que han sido identificados como regulados por quorum 
sensing en algunos de los siguientes estudios de transcriptómica: [195, 197, 206-209, 220, 306]. 
En la tabla se pueden distinguir los genes que están positiva o negativamente regulados por 
HHQ, PQS, PqsE, AQs (PQS y/o HHQ) o los sistemas LasIR, RhlIR o por ambos LasIR/RhlIR. 
Gen IDA 
Nombre 
del genB 
DescripciónC 
Regulado 
por HHQD 
Regulado 
por PQSE 
Regulado 
por PqsEF 
Regulado 
por AQsG 
Regulado por 
LasIRH 
Regulado por 
RhlIRI 
Regulado por 
LasIR/RhlIRJ 
PA0007  hypothetical protein     +  + 
PA0026 plcB phospholipase C, PlcB     +  + 
PA0027  hypothetical protein     +   
PA0028  hypothetical protein     +   
PA0040  conserved hypothetical protein       - 
PA0041  probable hemagglutinin   -     
PA0047  hypothetical protein   -     
PA0050  hypothetical protein     +   
PA0051 phzH 
potential phenazine-modifying 
enzyme 
  +     
PA0052  hypothetical protein   +  +  + 
PA0059 osmC osmotically inducible protein OsmC     +   
PA0060  conserved hypothetical protein   +     
PA0083 tssB1 TssB1   -     
PA0084 tssC1 TssC1   -     
PA0105 coxB cytochrome c oxidase, subunit II     +  + 
PA0106 coxA cytochrome c oxidase, subunit I     +   
PA0107  conserved hypothetical protein     +  + 
PA0108 coIII cytochrome c oxidase, subunit III     +   
PA0109  hypothetical protein     +   
PA0122 rahU rahU     + + + 
PA0126  hypothetical protein   -     
PA0129 bauD Amino acid permease  -  -    
PA0130 bauC 3-Oxopropanoate dehydrogenase  -  -    
PA0131 bauB BauB  -  -    
PA0132 bauA Beta-alanine:pyruvate transaminase  -  - +  + 
PA0140 ahpF 
alkyl hydroperoxide reductase 
subunit F 
  +     
PA0142  hypothetical protein   -     
PA0143 nuh purine nucleosidase Nuh     +   
PA0144  hypothetical protein     +  + 
PA0146  conserved hypothetical protein   +     
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RhlIRI 
Regulado por 
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PA0158 triC 
Resistance-Nodulation-Cell Division 
(RND) triclosan efflux transporter, 
TriC 
    +  + 
PA0165  hypothetical protein     -  - 
PA0170  hypothetical protein    +    
PA0174  conserved hypothetical protein     +  + 
PA0175  
probable chemotaxis protein 
methyltransferase 
    +  + 
PA0176 aer2 aerotaxis transducer Aer2     +  + 
PA0177  
probable purine-binding chemotaxis 
protein 
    +  + 
PA0178  probable two-component sensor     +  + 
PA0179  
probable two-component response 
regulator 
    +  + 
PA0187  hypothetical protein   + +    
PA0188  hypothetical protein   + +    
PA0198 exbB1 transport protein ExbB     +   
PA0212 mdcE 
malonate decarboxylase gamma 
subunit 
   -    
PA0226  probable CoA transferase, subunit A   + -    
PA0227  probable CoA transferase, subunit B   +     
PA0228 pcaF beta-ketoadipyl CoA thiolase PcaF    -    
PA0230 pcaB 
3-carboxy-cis,cis-muconate 
cycloisomerase 
  +     
PA0236  probable transcriptional regulator    +    
PA0243  probable transcriptional regulator   +     
PA0263 hcpC secreted protein Hcp  -  - +  + 
PA0268  probable transcriptional regulator   -     
PA0269  conserved hypothetical protein   + +    
PA0270  hypothetical protein   +     
PA0271  hypothetical protein   + +    
PA0295  
probable periplasmic polyamine 
binding protein 
  -     
PA0298 spuB Glutamylpolyamine synthetase   -     
PA0299 spuC Polyamine:pyruvate transaminase   -     
PA0303 spuG polyamine transport protein PotH   -     
PA0328 aaaA 
arginine-specific autotransporter of 
Pseudomonas aeruginosa, AaaA 
  -     
PA0347 glpQ 
glycerophosphoryl diester 
phosphodiesterase, periplasmic 
  -     
PA0355 pfpI protease PfpI     +   
PA0361  
probable gamma-
glutamyltranspeptidase precursor 
  -     
PA0363 coaD 
phosphopantetheine 
adenylyltransferase 
  -     
PA0364  probable oxidoreductase     +  + 
PA0365  hypothetical protein    + +  + 
PA0366  probable aldehyde dehydrogenase     +  + 
PA0386  probable oxidase    -    
PA0390 metX homoserine O-acetyltransferase    -    
PA0399  cystathionine beta-synthase       + 
PA0411 pilJ twitching motility protein PilJ      -  
PA0413 chpA 
component of chemotactic signal 
transduction system 
     -  
PA0420 bioA 
adenosylmethionine-8-amino-7-
oxononanoate aminotransferase 
  -     
PA0423 pasP PasP  +  +    
PA0431  hypothetical protein   +     
PA0432 sahH 
S-adenosyl-L-homocysteine 
hydrolase 
  +     
PA0433  hypothetical protein     -  - 
PA0434  hypothetical protein     -  - 
PA0435  hypothetical protein   -  -  - 
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PA0438 codB cytosine permease   -     
PA0444  
N-carbamoyl-beta-alanine 
amidohydrolase 
   +    
PA0447 gcdH glutaryl-CoA dehydrogenase       + 
PA0452  probable stomatin-like protein   +     
PA0471 fiuR FiuR  +  +    
PA0472 fiuI FiuI  +  +    
PA0477  probable transcriptional regulator   +     
PA0480  probable hydrolase   + +    
PA0485  conserved hypothetical protein     -  - 
PA0486  conserved hypothetical protein   -     
PA0509 nirN NirN  - - -   - 
PA0510 nirE NirE  - - -   - 
PA0511 nirJ heme d1 biosynthesis protein NirJ  - - -    
PA0512 nirH NirH  - - -   - 
PA0513 nirG NirG  - - -    
PA0514 nirL heme d1 biosynthesis protein NirL  - - -    
PA0515  probable transcriptional regulator  - - -    
PA0516 nirF heme d1 biosynthesis protein NirF  - - -    
PA0517 nirC 
probable c-type cytochrome 
precursor 
 - - -    
PA0518 nirM cytochrome c-551 precursor  - - -    
PA0519 nirS nitrite reductase precursor  - - -    
PA0520 nirQ regulatory protein NirQ  - - -    
PA0521  
probable cytochrome c oxidase 
subunit 
 - - -    
PA0523 norC nitric-oxide reductase subunit C  - - -    
PA0524 norB nitric-oxide reductase subunit B  - - -    
PA0525  probable dinitrification protein NorD  - - -    
PA0526  hypothetical protein  - - -    
PA0534 pauB1 FAD-dependent oxidoreductase     +  + 
PA0545  hypothetical protein    -    
PA0546 metK methionine adenosyltransferase   +     
PA0567  conserved hypothetical protein     +   
PA0572  hypothetical protein     +  + 
PA0582 folB dihydroneopterin aldolase       + 
PA0583  hypothetical protein       + 
PA0586  conserved hypothetical protein     +   
PA0588  conserved hypothetical protein       + 
PA0630  hypothetical protein   +     
PA0714  hypothetical protein       - 
PA0733  probable pseudouridylate synthase    -    
PA0744  
probable enoyl-CoA 
hydratase/isomerase 
      + 
PA0745  
probable enoyl-CoA 
hydratase/isomerase 
      + 
PA0746  probable acyl-CoA dehydrogenase   -     
PA0751  conserved hypothetical protein   -     
PA0777  hypothetical protein    -    
PA0778 icp inhibitor of cysteine peptidase   -     
PA0792 prpD propionate catabolic protein PrpD  +  +    
PA0794  probable aconitate hydratase  - - -    
PA0795 prpC citrate synthase 2   -     
PA0796 prpB 
carboxyphosphonoenolpyruvate 
phosphonomutase 
  -     
PA0801  hypothetical protein   -     
PA0802  hypothetical protein   -     
PA0805  hypothetical protein     +   
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PA0806  hypothetical protein     +   
PA0834  conserved hypothetical protein    -    
PA0844 plcH 
hemolytic phospholipase C 
precursor 
      + 
PA0848 ahpB alkyl hydroperoxide reductase, AhpB   +     
PA0850  hypothetical protein       + 
PA0852 cbpD 
chitin-binding protein CbpD 
precursor 
  +  + + + 
PA0855  hypothetical protein     +  + 
PA0860  
probable ATP-binding/permease 
fusion ABC transporter 
  +     
PA0887 acsA acetyl-coenzyme A synthetase     -  - 
PA0908 alpB AlpB   +     
PA0918  cytochrome b561  -  -    
PA0931 pirA ferric enterobactin receptor PirA  +  +    
PA0981  hypothetical protein       + 
PA0996 pqsA PqsA   - + +   
PA0997 pqsB PqsB + + - + +  + 
PA0998 pqsC PqsC + + - + +  + 
PA0999 pqsD 
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] 
synthase III + + - + + 
 + 
PA1000 pqsE Quinolone signal response protein   + + +  + 
PA1001 phnA anthranilate synthase component I   + + +  + 
PA1002 phnB anthranilate synthase component II   + + +  + 
PA1003 mvfR Transcriptional regulator MvfR     +   
PA1070 braG 
branched-chain amino acid 
transport protein BraG 
  -     
PA1071 braF 
branched-chain amino acid 
transport protein BraF 
  -     
PA1072 braE 
branched-chain amino acid 
transport protein BraE 
  -     
PA1073 braD 
branched-chain amino acid 
transport protein BraD 
  -     
PA1100 fliE 
flagellar hook-basal body complex 
protein FliE 
  +     
PA1104 fliI flagellum-specific ATP synthase FliI   +     
PA1107 roeA RoeA   +     
PA1130 rhlC rhamnosyltransferase 2     +  + 
PA1131  
probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
    +  + 
PA1134  hypothetical protein  +  +    
PA1141  probable transcriptional regulator   -     
PA1149  hypothetical protein   -     
PA1152  hypothetical protein       + 
PA1157  
probable two-component response 
regulator 
  -     
PA1159  probable cold-shock protein     +   
PA1168  hypothetical protein       + 
PA1172 napC cytochrome c-type protein NapC  -  -    
PA1173 napB 
cytochrome c-type protein NapB 
precursor 
 -  - +  + 
PA1174 napA 
periplasmic nitrate reductase 
protein NapA 
 -  -    
PA1175 napD 
NapD protein of periplasmic nitrate 
reductase 
    +  + 
PA1176 napF ferredoxin protein NapF     +  + 
PA1177 napE 
periplasmic nitrate reductase 
protein NapE 
    +   
PA1183 dctA C4-dicarboxylate transport protein    -    
PA1195  hypothetical protein  -  -    
PA1196  probable transcriptional regulator    -   + 
PA1197  hypothetical protein    -    
PA1211  hypothetical protein   + +    
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PA1212  
probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
  +    + 
PA1213  hypothetical protein   + +    
PA1214  hypothetical protein   +    + 
PA1215  hypothetical protein   +   + + 
PA1216  hypothetical protein   +  +  + 
PA1217  
probable 2-isopropylmalate 
synthase 
  +  +  + 
PA1218  hypothetical protein   + +  + + 
PA1219  hypothetical protein       + 
PA1220  hypothetical protein   + +    
PA1221  hypothetical protein   + +  + + 
PA1224  probable NAD(P)H dehydrogenase   -     
PA1233  hypothetical protein   -     
PA1242 sprP SprP    +    
PA1245 aprX AprX  +  + +  + 
PA1246 aprD 
alkaline protease secretion protein 
AprD 
   + +  + 
PA1247 aprE 
alkaline protease secretion protein 
AprE 
    +  + 
PA1248 aprF 
Alkaline protease secretion outer 
membrane protein AprF precursor 
    +  + 
PA1249 aprA 
alkaline metalloproteinase 
precursor 
    +  + 
PA1250 aprI alkaline proteinase inhibitor AprI     + + + 
PA1289  hypothetical protein     +   
PA1290  probable transcriptional regulator   -     
PA1300  ECF sigma factor  +  +    
PA1301  probable transmembrane sensor  + - +    
PA1317 cyoA 
cytochrome o ubiquinol oxidase 
subunit II 
   + +  + 
PA1318 cyoB 
cytochrome o ubiquinol oxidase 
subunit I 
 +  +  + + 
PA1319 cyoC 
cytochrome o ubiquinol oxidase 
subunit III 
   + +   
PA1320 cyoD 
cytochrome o ubiquinol oxidase 
subunit IV 
   + +   
PA1323  hypothetical protein     +   
PA1324  hypothetical protein     +   
PA1336 aauS AauS   +     
PA1386  
probable ATP-binding component of 
ABC transporter 
      + 
PA1404  hypothetical protein     +  + 
PA1407  hypothetical protein   +     
PA1411  hypothetical protein   -     
PA1429  
probable cation-transporting P-type 
ATPase 
   -    
PA1431 rsaL regulatory protein RsaL     +  + 
PA1432 lasI autoinducer synthesis protein LasI     +  + 
PA1452 flhA flagellar biosynthesis protein FlhA   +     
PA1458  probable two-component sensor      -  
PA1475 ccmA heme exporter protein CcmA   -     
PA1506  hypothetical protein    -    
PA1519  probable transporter   -     
PA1540  conserved hypothetical protein   -     
PA1549  
probable cation-transporting P-type 
ATPase 
  +     
PA1551  probable ferredoxin  -  -    
PA1559  hypothetical protein   +  -  - 
PA1562 acnA aconitate hydratase 1  -  -    
PA1565 pauB2 FAD-dependent oxidoreductase  - - -    
PA1583 sdhA 
succinate dehydrogenase (A 
subunit) 
 -  -    
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PA1602  probable oxidoreductase  -  -    
PA1603  probable transcriptional regulator    -    
PA1608  probable chemotaxis transducer      -  
PA1638  conserved hypothetical protein    -    
PA1645  hypothetical protein   -     
PA1646  probable chemotaxis transducer    +    
PA1656 hsiA2 HsiA2     + + + 
PA1657 hsiB2 HsiB2     + + + 
PA1658 hsiC2 HsiC2     + +  
PA1659 hsiF2 HsiF2  -  - + +  
PA1660 hsiG2 HsiG2     +   
PA1661 hsiH2 HsiH2     +   
PA1662 clpV2 clpV2     + +  
PA1663 sfa2 Sfa2     + +  
PA1664 orfX OrfX     + +  
PA1665 fha2 Fha2     + +  
PA1666 lip2 Lip2     + +  
PA1667 hsiJ2 HsiJ2     + +  
PA1668 dotU2 DotU2     +   
PA1669 icmF2 IcmF2     + + + 
PA1670 stp1 Stp1      +  
PA1680  hypothetical protein   +     
PA1694 pscQ 
translocation protein in type III 
secretion 
     -  
PA1699 pcr1 Pcr1   +     
PA1706 pcrV type III secretion protein PcrV  +  +    
PA1707 pcrH regulatory protein PcrH  +  +    
PA1708 popB translocator protein PopB  +  +    
PA1709 popD 
Translocator outer membrane 
protein PopD precursor 
 +  +    
PA1710 exsC 
ExsC, exoenzyme S synthesis protein 
C precursor. 
 +  +    
PA1711 exsE ExsE  +  +    
PA1712 exsB exoenzyme S synthesis protein B  +  + + - - 
PA1718 pscE type III export protein PscE  +  +    
PA1720 pscG type III export protein PscG   +     
PA1722 pscI type III export protein PscI   -   -  
PA1745  hypothetical protein     +  + 
PA1760  probable transcriptional regulator   +     
PA1765  hypothetical protein    +    
PA1783 nasA nitrate transporter   +     
PA1784  hypothetical protein     +  + 
PA1837  hypothetical protein    +    
PA1839  hypothetical protein    -    
PA1869  probable acyl carrier protein   +  + + + 
PA1870  hypothetical protein      + + 
PA1871 lasA LasA protease precursor     +  + 
PA1872  hypothetical protein   +     
PA1874  hypothetical protein       + 
PA1875  
probable outer membrane protein 
precursor 
      + 
PA1877  probable secretion protein   +   + + 
PA1881  probable oxidoreductase     +   
PA1888  hypothetical protein   +  +   
PA1891  hypothetical protein     +  + 
PA1893  hypothetical protein     +  + 
PA1894  hypothetical protein     +  + 
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PA1895  hypothetical protein     +  + 
PA1896  hypothetical protein     +  + 
PA1897  hypothetical protein  -  - +  + 
PA1899 phzA2 
probable phenazine biosynthesis 
protein 
   +    
PA1901 phzC2 phenazine biosynthesis protein PhzC   + + + + + 
PA1902 phzD2 phenazine biosynthesis protein PhzD   +  + + + 
PA1903 phzE2 phenazine biosynthesis protein PhzE   + + + + + 
PA1904 phzF2 
probable phenazine biosynthesis 
protein 
  +  + + + 
PA1905 phzG2 
probable pyridoxamine 5'-
phosphate oxidase 
  +  + + + 
PA1906  hypothetical protein    + +  + 
PA1907  hypothetical protein    +    
PA1912 femI ECF sigma factor, FemI  +  +    
PA1914  conserved hypothetical protein     +  + 
PA1921  hypothetical protein    +  + + 
PA1927 metE 
5-
methyltetrahydropteroyltriglutamat
e-homocysteine S-
methyltransferase 
  +    + 
PA1928 rimJ 
ribosomal protein alanine 
acetyltransferase 
   +    
PA1930  probable chemotaxis transducer     +  + 
PA1931  probable ferredoxin   +     
PA1933  probable hydroxylase large subunit   +     
PA1939  hypothetical protein     +  + 
PA1946 rbsB 
binding protein component 
precursor of ABC ribose transporter 
  -     
PA1964  
probable ATP-binding component of 
ABC transporter 
   -    
PA1978 erbR response regulator ErbR       - 
PA1982 exaA 
quinoprotein ethanol 
dehydrogenase 
  +     
PA1983 exaB cytochrome c550       - 
PA1984 exaC 
NAD+ dependent aldehyde 
dehydrogenase ExaC 
      - 
PA1990 pqqH PqqH   +     
PA1999 dchA 
dehydrocarnitine CoA transferase, 
DchA 
      + 
PA2000 dchB 
dehydrocarnitine CoA transferase, 
DchB 
      + 
PA2001 atoB acetyl-CoA acetyltransferase       + 
PA2007 maiA maleylacetoacetate isomerase     -  - 
PA2008 fahA fumarylacetoacetase     -  - 
PA2009 hmgA homogentisate 1,2-dioxygenase     -  - 
PA2014 liuB 
methylcrotonyl-CoA carboxylase, 
beta-subunit 
  -    + 
PA2019 mexX 
Resistance-Nodulation-Cell Division 
(RND) multidrug efflux membrane 
fusion protein MexX precursor 
  - -    
PA2030  hypothetical protein   +  +  + 
PA2031  hypothetical protein   +  + + + 
PA2033  hypothetical protein  +  +    
PA2034  hypothetical protein  +  +    
PA2041  Amino acid permease   -     
PA2047  probable transcriptional regulator   +     
PA2055  
probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
      + 
PA2066  hypothetical protein   + + + +  
PA2067  probable hydrolase   +  + +  
PA2068  
probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
  + +  + + 
PA2069  probable carbamoyl transferase   + +  + + 
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PA2070  hypothetical protein       + 
PA2076  probable transcriptional regulator     +  + 
PA2079  probable amino acid permease       + 
PA2080 kynU kynureninase KynU     +   
PA2081 kynB kynurenine formamidase, KynB     +   
PA2082 kynR KynR       + 
PA2088  hypothetical protein       + 
PA2089  hypothetical protein   -     
PA2107  hypothetical protein    +    
PA2115  probable transcriptional regulator   -     
PA2121  probable transcriptional regulator   +     
PA2126 cgrC cupA gene regulator C, CgrC    -    
PA2128 cupA1 fimbrial subunit CupA1    -    
PA2134  hypothetical protein     +  + 
PA2140  probable metallothionein   +     
PA2142  
probable short-chain 
dehydrogenase 
  +   +  
PA2143  hypothetical protein     +   
PA2144 glgP glycogen phosphorylase     +  + 
PA2145  hypothetical protein    +    
PA2146  conserved hypothetical protein     +   
PA2147 katE catalase HPII   +  +   
PA2148  conserved hypothetical protein   +   + + 
PA2150  conserved hypothetical protein   +     
PA2151  conserved hypothetical protein   +  +  + 
PA2152  probable trehalose synthase   +  +  + 
PA2153 glgB 1,4-alpha-glucan branching enzyme     +  + 
PA2154  conserved hypothetical protein   +     
PA2155  probable phospholipase    +    
PA2156  conserved hypothetical protein     +   
PA2157  hypothetical protein     +  + 
PA2158  
probable alcohol dehydrogenase 
(Zn-dependent) 
    +  + 
PA2159  conserved hypothetical protein     +  + 
PA2160  probable glycosyl hydrolase     +  + 
PA2161  hypothetical protein     +  + 
PA2162  probable glycosyl hydrolase   +     
PA2163  hypothetical protein   +  +   
PA2164  probable glycosyl hydrolase     +   
PA2165  probable glycogen synthase     +   
PA2166  hypothetical protein     +   
PA2167  hypothetical protein   +  +   
PA2168  hypothetical protein   +     
PA2169  hypothetical protein    + +   
PA2170  hypothetical protein   +  +   
PA2171  hypothetical protein     +   
PA2172  hypothetical protein     +   
PA2173  hypothetical protein     +   
PA2176  hypothetical protein     +  + 
PA2179  hypothetical protein   +     
PA2180  hypothetical protein     +  + 
PA2181  hypothetical protein   +     
PA2183  hypothetical protein    +    
PA2184  conserved hypothetical protein    +    
PA2190  conserved hypothetical protein     +   
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PA2192  conserved hypothetical protein    +  + + 
PA2193 hcnA hydrogen cyanide synthase HcnA   +  + + + 
PA2194 hcnB hydrogen cyanide synthase HcnB   +  + + + 
PA2195 hcnC hydrogen cyanide synthase HcnC   +  + + + 
PA2196  TetR family transcriptional regulator       + 
PA2231 pslA PslA     +   
PA2250 lpdV lipoamide dehydrogenase-Val     -   
PA2252  
probable AGCS 
sodium/alanine/glycine symporter 
  -     
PA2259 ptxS transcriptional regulator PtxS       - 
PA2260  hypothetical protein       - 
PA2261  probable 2-ketogluconate kinase       - 
PA2264  conserved hypothetical protein  -  -    
PA2265  gluconate dehydrogenase  -  -    
PA2273 soxR SoxR    +    
PA2274  hypothetical protein   + +  + + 
PA2275  
probable alcohol dehydrogenase 
(Zn-dependent) 
   +    
PA2287  hypothetical protein    -    
PA2289  conserved hypothetical protein   +     
PA2290 gcd glucose dehydrogenase   +     
PA2297  probable ferredoxin   +     
PA2298  probable oxidoreductase   +     
PA2299  probable transcriptional regulator   +     
PA2300 chiC chitinase   + + + + + 
PA2302 ambE AmbE     +  + 
PA2303 ambD AmbD     +  + 
PA2304 ambC AmbC     +  + 
PA2305 ambB AmbB     +  + 
PA2306 ambA AmbA       + 
PA2321  gluconokinase       - 
PA2327  
probable permease of ABC 
transporter 
    +   
PA2328  hypothetical protein     +  + 
PA2329  
probable ATP-binding component of 
ABC transporter 
    +  + 
PA2330  hypothetical protein     +  + 
PA2331  hypothetical protein     +  + 
PA2338  
probable binding protein 
component of ABC 
maltose/mannitol transporter 
    -  - 
PA2339  
probable binding-protein-
dependent maltose/mannitol 
transport protein 
    -  - 
PA2340  
probable binding-protein-
dependent maltose/mannitol 
transport protein 
  -  -  - 
PA2341  
probable ATP-binding component of 
ABC maltose/mannitol transporter 
    -  - 
PA2343 mtlY xylulose kinase     -  - 
PA2345  conserved hypothetical protein     +  + 
PA2365 hsiB3 HsiB3     +  + 
PA2366 hsiC3 HsiC3     +  + 
PA2367 hcp3 Hcp3     +  + 
PA2368 hsiF3 HsiF3     +   
PA2370 hsiH3 HsiH3     +   
PA2371 clpV3 ClpV3     +   
PA2372  hypothetical protein     +   
PA2375  hypothetical protein   +     
PA2383  probable transcriptional regulator  +  +    
   
198 
 
Anexo I 
Gen IDA 
Nombre 
del genB 
DescripciónC 
Regulado 
por HHQD 
Regulado 
por PQSE 
Regulado 
por PqsEF 
Regulado 
por AQsG 
Regulado por 
LasIRH 
Regulado por 
RhlIRI 
Regulado por 
LasIR/RhlIRJ 
PA2384  hypothetical protein  +  +    
PA2385 pvdQ 
3-oxo-C12-homoserine lactone 
acylase PvdQ 
 +  +    
PA2386 pvdA L-ornithine N5-oxygenase  +  +    
PA2389 pvdR PvdR  +  +    
PA2390 pvdT PvdT  +  +    
PA2391 opmQ 
probable outer membrane protein 
precursor 
 +  +    
PA2392 pvdP PvdP  +  +    
PA2393  putative dipeptidase  +  +    
PA2394 pvdN PvdN  +  +    
PA2395 pvdO PvdO  +  +    
PA2396 pvdF pyoverdine synthetase F  +  +    
PA2397 pvdE 
pyoverdine biosynthesis protein 
PvdE 
 +  +    
PA2398 fpvA ferripyoverdine receptor  +  +    
PA2399 pvdD pyoverdine synthetase D  +  +    
PA2400 pvdJ PvdJ  +  +    
PA2402  
probable non-ribosomal peptide 
synthetase 
 +  +    
PA2403  hypothetical protein  +  +    
PA2404  hypothetical protein  +  +    
PA2405  hypothetical protein  +  +    
PA2406  hypothetical protein  +  +    
PA2407  probable adhesion protein  +  +    
PA2408  
probable ATP-binding component of 
ABC transporter 
 +  +    
PA2409  
probable permease of ABC 
transporter 
 +  +    
PA2410  hypothetical protein  +  +    
PA2411  probable thioesterase  +  +    
PA2412  conserved hypothetical protein  +  +    
PA2413 pvdH 
L-2,4-diaminobutyrate:2-
ketoglutarate 4-aminotransferase, 
PvdH 
 +  +    
PA2414  L-sorbosone dehydrogenase    + +   
PA2415  hypothetical protein    + +   
PA2416 treA periplasmic trehalase precursor    +    
PA2420  probable porin   -     
PA2423  hypothetical protein     +  + 
PA2424 pvdL PvdL  +  +    
PA2425 pvdG PvdG  +  +    
PA2426 pvdS sigma factor PvdS  +  + +   
PA2427  hypothetical protein  +  +    
PA2430  conserved hypothetical protein   +     
PA2431  hypothetical protein    +    
PA2433  hypothetical protein     +  + 
PA2442 gcvT2 glycine cleavage system protein T2     +   
PA2444 glyA2 serine hydroxymethyltransferase   -  +   
PA2445 gcvP2 glycine cleavage system protein P2     +   
PA2446 gcvH2 glycine cleavage system protein H2     +   
PA2448  hypothetical protein   +   + + 
PA2451  hypothetical protein  +  +    
PA2452  hypothetical protein  +  +    
PA2462  hypothetical protein   -     
PA2467 foxR Anti-sigma factor FoxR   -     
PA2480  probable two-component sensor   -     
PA2481  hypothetical protein  -  -    
PA2482  probable cytochrome c  -  -    
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PA2506  hypothetical protein   + -    
PA2507 catA catechol 1,2-dioxygenase   + -    
PA2508 catC muconolactone delta-isomerase   + -    
PA2509 catB muconate cycloisomerase I   + -    
PA2511 antR AntR   +     
PA2512 antA 
anthranilate dioxygenase large 
subunit 
    - +  
PA2513 antB 
anthranilate dioxygenase small 
subunit 
    - +  
PA2514 antC anthranilate dioxygenase reductase     - +  
PA2519 xylS transcriptional regulator XylS    -    
PA2531  probable aminotransferase  +  +    
PA2539  conserved hypothetical protein       - 
PA2540  conserved hypothetical protein       - 
PA2552  probable acyl-CoA dehydrogenase       + 
PA2553  probable acyl-CoA thiolase       + 
PA2554  
probable short-chain 
dehydrogenase 
  -    + 
PA2555  probable AMP-binding enzyme   -    + 
PA2557  probable AMP-binding enzyme   -     
PA2564  hypothetical protein   +  +  + 
PA2565  hypothetical protein   +  +  + 
PA2566  conserved hypothetical protein     +  + 
PA2570 lecA LecA   + + + + + 
PA2572  
probable two-component response 
regulator 
    +   
PA2573  probable chemotaxis transducer     +  + 
PA2587 pqsH 
probable FAD-dependent 
monooxygenase 
    +  + 
PA2588  probable transcriptional regulator   +  +  + 
PA2589  hypothetical protein   +     
PA2591 vqsR VqsR     +  + 
PA2592  
probable periplasmic 
spermidine/putrescine-binding 
protein 
    + + + 
PA2593 qteE 
quorum threshold expression 
element, QteE 
     +  
PA2594  conserved hypothetical protein       + 
PA2606  conserved hypothetical protein   +     
PA2608  conserved hypothetical protein   +     
PA2629 purB adenylosuccinate lyase       + 
PA2665 fhpRÂ 
Transcriptional activator of P. 
aeruginosa flavohemoglobin, FhpR 
  -     
PA2666  
probable 6-pyruvoyl 
tetrahydrobiopterin synthase 
   -    
PA2679  hypothetical protein   +     
PA2682  conserved hypothetical protein   +     
PA2711  
probable periplasmic 
spermidine/putrescine-binding 
protein 
      - 
PA2717 cpo chloroperoxidase precursor     +  + 
PA2742 rpmI 50S ribosomal protein L35   -     
PA2747  hypothetical protein     +   
PA2753  hypothetical protein       + 
PA2763  hypothetical protein     +   
PA2765  hypothetical protein  -  -    
PA2787 cpg2 carboxypeptidase G2 precursor   +     
PA2788  probable chemotaxis transducer   +     
PA2810 copS two-component sensor, CopS   -     
PA2829  hypothetical protein   -     
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PA2857  
probable ATP-binding component of 
ABC transporter 
  -     
PA2862 lipA lactonizing lipase precursor   -     
PA2867  probable chemotaxis transducer      -  
PA2868  hypothetical protein   +     
PA2871  hypothetical protein    +    
PA2876 pyrF 
orotidine 5'-phosphate 
decarboxylase 
  -     
PA2888 atuC 
geranyl-CoA carboxylase, beta-
subunit 
  +     
PA2892 atuG 
GCase, alpha-subunit (biotin-
containing) 
  +     
PA2898  hypothetical protein   +     
PA2903 cobJ precorrin-3 methylase CobJ       - 
PA2906  probable oxidoreductase    -    
PA2912  
probable ATP-binding component of 
ABC transporter 
  +     
PA2920  probable chemotaxis transducer   +     
PA2927  hypothetical protein   +  +  + 
PA2928  hypothetical protein   +     
PA2939  probable aminopeptidase     +  + 
PA2953  
electron transfer flavoprotein-
ubiquinone oxidoreductase 
 -  -    
PA2956  conserved hypothetical protein   -     
PA3022  hypothetical protein     +  + 
PA3032 snr1 cytochrome c Snr1   +  +  + 
PA3037  hypothetical protein    +    
PA3038 opdQ OpdQ     -  - 
PA3039  probable transporter    +    
PA3089  hypothetical protein   +     
PA3095 xcpZ 
general secretion pathway protein 
M 
  +     
PA3096 xcpY general secretion pathway protein L   +  +  + 
PA3097 xcpX general secretion pathway protein K     +  + 
PA3098 xcpW general secretion pathway protein J   +  +  + 
PA3099 xcpV general secretion pathway protein I   +  +  + 
PA3100 xcpU 
General secretion pathway outer 
membrane protein H precursor 
    +  + 
PA3101 xcpT general secretion pathway protein G     +  + 
PA3102 xcpS general secretion pathway protein F   +  +  + 
PA3103 xcpR general secretion pathway protein E     +  + 
PA3104 xcpP secretion protein XcpP     +  + 
PA3105 xcpQ general secretion pathway protein D     +  + 
PA3120 leuD 
3-isopropylmalate dehydratase 
small subunit 
 -  -    
PA3121 leuC 
3-isopropylmalate dehydratase large 
subunit 
 -  -    
PA3132  probable hydrolase    +    
PA3174  probable transcriptional regulator     -  - 
PA3181  
2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate 
aldolase 
    +   
PA3182 pgl 6-phosphogluconolactonase     +  + 
PA3183 zwf 
glucose-6-phosphate 1-
dehydrogenase 
    +  + 
PA3187  
probable ATP-binding component of 
ABC transporter 
  -     
PA3188  
probable permease of ABC sugar 
transporter 
    +  + 
PA3189  
probable permease of ABC sugar 
transporter 
  -  +  + 
PA3190  
probable binding protein 
component of ABC sugar 
transporter 
  -  +  + 
PA3192 gltR 
two-component response regulator 
GltR 
  -     
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PA3194 edd phosphogluconate dehydratase     +  + 
PA3195 gapA 
glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase 
  -  +  + 
PA3205  hypothetical protein     -  - 
PA3208  conserved hypothetical protein   -     
PA3213  hypothetical protein   +     
PA3221 csaA CsaA protein    -    
PA3233  hypothetical protein     -  - 
PA3234  probable sodium:solute symporter     -  - 
PA3235  conserved hypothetical protein     -  - 
PA3269  probable transcriptional regulator   -     
PA3270  hypothetical protein   -     
PA3274  hypothetical protein     +  + 
PA3281  hypothetical protein     -  - 
PA3282  hypothetical protein     -  - 
PA3283  conserved hypothetical protein     -  - 
PA3284  hypothetical protein    + -  - 
PA3287  conserved hypothetical protein   +     
PA3289  hypothetical protein   +     
PA3296 phoA alkaline phosphatase    -    
PA3300 fadD2 long-chain-fatty-acid--CoA ligase   -     
PA3304  conserved hypothetical protein   +     
PA3309  conserved hypothetical protein    -    
PA3311 nbdA NbdA     +   
PA3314  
probable ATP-binding component of 
ABC transporter 
  -     
PA3326 clpP2 ClpP2     + + + 
PA3327  
probable non-ribosomal peptide 
synthetase 
  -   +  
PA3328  
probable FAD-dependent 
monooxygenase 
  -   + + 
PA3329  hypothetical protein      + + 
PA3330  probable short chain dehydrogenase      + + 
PA3331  cytochrome P450     + + + 
PA3332  conserved hypothetical protein     + + + 
PA3333 fabH2 
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] 
synthase III 
     + + 
PA3334  probable acyl carrier protein     + + + 
PA3335  hypothetical protein      + + 
PA3336  
probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
  -   + + 
PA3337 rfaD 
ADP-L-glycero-D-mannoheptose 6-
epimerase 
     -  
PA3346  two-component response regulator     +   
PA3347  hypothetical protein     +   
PA3361 lecB fucose-binding lectin PA-IIL   +  +  + 
PA3364 amiC 
aliphatic amidase expression-
regulating protein 
    -  - 
PA3365  probable chaperone     -  - 
PA3369  hypothetical protein   +  +   
PA3370  hypothetical protein     +   
PA3371  hypothetical protein     +  + 
PA3372  conserved hypothetical protein    +    
PA3384 phnC 
ATP-binding component of ABC 
phosphonate transporter 
    +   
PA3385 amrZ alginate and motility regulator Z     +   
PA3388  conserved hypothetical protein    -    
PA3391 nosR regulatory protein NosR  - - -   - 
PA3392 nosZ nitrous-oxide reductase precursor  - - -   - 
PA3393 nosD NosD protein  - - -   - 
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PA3394 nosF NosF protein  - - -   - 
PA3395 nosY NosY protein  - - -   - 
PA3396 nosL NosL protein  - - -   - 
PA3407 hasAp heme acquisition protein HasAp  +  +    
PA3408 hasR 
Heme uptake outer membrane 
receptor HasR precursor 
 +  +    
PA3410 hasI HasI  +  +    
PA3416  
probable pyruvate dehydrogenase 
E1 component, beta chain 
    +   
PA3417  
probable pyruvate dehydrogenase 
E1 component, alpha subunit 
  +     
PA3418 ldh leucine dehydrogenase     +   
PA3419  hypothetical protein    +    
PA3441  
probable molybdopterin-binding 
protein 
 +  +   + 
PA3444  conserved hypothetical protein  +  +    
PA3449  conserved hypothetical protein       + 
PA3452 mqoA malate:quinone oxidoreductase  +  +    
PA3460  probable acetyltransferase   +     
PA3470  hypothetical protein   -     
PA3476 rhlI autoinducer synthesis protein RhlI     + + + 
PA3477 rhlR transcriptional regulator RhlR     +  + 
PA3478 rhlB rhamnosyltransferase chain B   +  + + + 
PA3479 rhlA rhamnosyltransferase chain A   +  + + + 
PA3484 tse3 Tse3   -     
PA3493  conserved hypothetical protein   + +    
PA3519  hypothetical protein       + 
PA3520  hypothetical protein   + + +  + 
PA3524 gloA1 lactoylglutathione lyase  -  -    
PA3530 bfd 
bacterioferritin-associated 
ferredoxin Bfd 
 +  +    
PA3535  probable serine protease     +   
PA3553 arnC ArnC   -     
PA3556 arnT 
inner membrane L-Ara4N 
transferase ArnT 
  -     
PA3568  probable acetyl-coa synthetase   -     
PA3569 mmsB 
3-hydroxyisobutyrate 
dehydrogenase 
  -     
PA3570 mmsA 
methylmalonate-semialdehyde 
dehydrogenase 
  -     
PA3573  
probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
  -     
PA3575  hypothetical protein     -  - 
PA3578  conserved hypothetical protein    +    
PA3581 glpF glycerol uptake facilitator protein   + -    
PA3596  
probable methylated-DNA--protein-
cysteine methyltransferase 
   +    
PA3600  conserved hypothetical protein  +  +    
PA3601  conserved hypothetical protein  +  +    
PA3602  conserved hypothetical protein  -  -    
PA3607 potA polyamine transport protein PotA   +     
PA3633 ygbP 
4-diphosphocytidyl-2-C-
methylerythritol synthase 
   -    
PA3662  hypothetical protein       - 
PA3665  hypothetical protein   -     
PA3667  
probable pyridoxal-phosphate 
dependent enzyme 
  +     
PA3671  
probable permease of ABC 
transporter 
  -     
PA3672  
probable ATP-binding component of 
ABC transporter 
  -     
PA3676 mexK MexK   - + +   
PA3677 mexJ MexJ   - + +  + 
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PA3678 mexL MexL   -  +  + 
PA3679  hypothetical protein   -     
PA3688  hypothetical protein     +   
PA3691  hypothetical protein     +   
PA3692 lptF Lipotoxon F, LptF     +   
PA3709  
probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
  -    + 
PA3710  probable GMC-type oxidoreductase   -     
PA3718  
probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
   +    
PA3721 nalC NalC       + 
PA3724 lasB elastase LasB     + + + 
PA3734  hypothetical protein   +   + + 
PA3784  hypothetical protein  -  -    
PA3785  conserved hypothetical protein  -  -    
PA3790 oprC 
Putative copper transport outer 
membrane porin OprC precursor 
 -  - -  - 
PA3840  conserved hypothetical protein   + -    
PA3841 exoS exoenzyme S  +  +    
PA3842 spcS 
specific Pseudomonas chaperone for 
ExoS, SpcS 
 +  +    
PA3866  Pyocin S4  +  +    
PA3870 moaA1 
molybdopterin biosynthetic protein 
A1 
 -  -   - 
PA3871  
probable peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase, PpiC-type 
      - 
PA3872 narI 
respiratory nitrate reductase 
gamma chain 
 - - -   - 
PA3873 narJ 
respiratory nitrate reductase delta 
chain 
 - - -   - 
PA3874 narH 
respiratory nitrate reductase beta 
chain 
 - - -   - 
PA3875 narG 
respiratory nitrate reductase alpha 
chain 
   -   - 
PA3876 narK2 nitrite extrusion protein 2       - 
PA3877 narK1 nitrite extrusion protein 1       - 
PA3879 narL 
two-component response regulator 
NarL 
   -    
PA3886  hypothetical protein   -     
PA3888 opuCD 
OpuC ABC transporter, permease 
protein, OpuCD 
    + +  
PA3890 opuCB 
OpuC ABC transporter, permease 
protein, OpuCB 
    +  + 
PA3891 opuCA 
OpuC ABC transporter, ATP-binding 
protein, OpuCA 
    +   
PA3894  
probable outer membrane protein 
precursor 
  -     
PA3899 fecI FecI  +  +    
PA3904  hypothetical protein     +  + 
PA3905  hypothetical protein     +   
PA3906  hypothetical protein     +  + 
PA3907  hypothetical protein     +   
PA3908  hypothetical protein     +  + 
PA3909 eddB 
Extracelullar DNA degradation 
protein, EddB 
  +     
PA3911  conserved hypothetical protein       - 
PA3912  conserved hypothetical protein       - 
PA3913  probable protease       - 
PA3914 moeA1 
molybdenum cofactor biosynthetic 
protein A1 
      - 
PA3916 moaE 
molybdopterin converting factor, 
large subunit 
      - 
PA3917 moaD 
molybdopterin converting factor, 
small subunit 
      - 
PA3918 moaC 
molybdopterin biosynthetic protein 
C 
      - 
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PA3923  hypothetical protein       + 
PA3925  probable acyl-CoA thiolase   -     
PA3938  
probable periplasmic taurine-
binding protein precursor 
 +  +    
PA3939  hypothetical protein       + 
PA3959  hypothetical protein    -    
PA3968  probable pseudouridine synthase   -     
PA3983  conserved hypothetical protein   +     
PA3986  hypothetical protein     +   
PA3991  hypothetical protein       + 
PA4017  conserved hypothetical protein   +     
PA4023  probable transport protein   -     
PA4024 eutB 
ethanolamine ammonia-lyase large 
subunit 
  -     
PA4027  hypothetical protein   +     
PA4041  hypothetical protein    +    
PA4063  hypothetical protein   +     
PA4078  
probable nonribosomal peptide 
synthetase 
  +  +  + 
PA4085 cupB2 chaperone CupB2       + 
PA4110 ampC beta-lactamase precursor   -     
PA4117 bphP bacterial phytochrome, BphP     +   
PA4129  hypothetical protein     +  + 
PA4130  probable sulfite or nitrite reductase     +  + 
PA4131  probable iron-sulfur protein  -  - +  + 
PA4132  conserved hypothetical protein  -  - +  + 
PA4133  
cytochrome c oxidase subunit (cbb3-
type) 
 -  - +  + 
PA4134  hypothetical protein  - + - +  + 
PA4139  hypothetical protein     +  + 
PA4140  hypothetical protein  + + +    
PA4141  hypothetical protein  + + + + + + 
PA4142  probable secretion protein  + + +  + + 
PA4143  probable toxin transporter   +   +  
PA4144  
probable outer membrane protein 
precursor 
  +   +  
PA4145  probable transcriptional regulator   +     
PA4168 fpvB 
second ferric pyoverdine receptor 
FpvB 
 +  +    
PA4171  probable protease    + +   
PA4172  probable nuclease     +   
PA4175 piv protease IV  +  + +  + 
PA4190 pqsL 
probable FAD-dependent 
monooxygenase 
    +   
PA4205 mexG hypothetical protein   + + +  + 
PA4206 mexH 
probable Resistance-Nodulation-Cell 
Division (RND) efflux membrane 
fusion protein precursor 
  + + +  + 
PA4207 mexI 
probable Resistance-Nodulation-Cell 
Division (RND) efflux transporter 
  + +  + + 
PA4208 opmD 
probable outer membrane protein 
precursor 
  + + +  + 
PA4209 phzM 
probable phenazine-specific 
methyltransferase 
  +  + + + 
PA4210 phzA1 
probable phenazine biosynthesis 
protein 
  + +  +  
PA4211 phzB1 
probable phenazine biosynthesis 
protein 
  +  + + + 
PA4212 phzC1 phenazine biosynthesis protein PhzC    + +   
PA4213 phzD1 phenazine biosynthesis protein PhzD     +   
PA4214 phzE1 phenazine biosynthesis protein PhzE   + + +   
PA4215 phzF1 
probable phenazine biosynthesis 
protein 
    +   
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PA4216 phzG1 
probable pyridoxamine 5'-
phosphate oxidase 
    +   
PA4217 phzS flavin-containing monooxygenase   +  + + + 
PA4218 ampP AmpP  +  +    
PA4219 ampO AmpO  +  +    
PA4220  hypothetical protein  +  +    
PA4221 fptA 
Fe(III)-pyochelin outer membrane 
receptor precursor 
 + - +    
PA4222  
probable ATP-binding component of 
ABC transporter 
 + - +    
PA4223  
probable ATP-binding component of 
ABC transporter 
 +  +    
PA4224 pchG pyochelin biosynthetic protein PchG  +  +    
PA4225 pchF pyochelin synthetase  + - +    
PA4226 pchE dihydroaeruginoic acid synthetase  + - +    
PA4227 pchR transcriptional regulator PchR  + - +    
PA4228 pchD pyochelin biosynthesis protein PchD  + - +    
PA4229 pchC pyochelin biosynthetic protein PchC  +  +    
PA4230 pchB salicylate biosynthesis protein PchB  +  +    
PA4231 pchA 
salicylate biosynthesis isochorismate 
synthase 
 + - +    
PA4236 katA catalase  -  -    
PA4290  probable chemotaxis transducer   +     
PA4292  probable phosphate transporter    -    
PA4293 pprA two-component sensor PprA   +    + 
PA4294  hypothetical protein       + 
PA4296 pprB 
two-component response regulator, 
PprB 
    +   
PA4297 tadG TadG     +  + 
PA4298  hypothetical protein     +  + 
PA4299 tadD TadD     +  + 
PA4300 tadC TadC   +  +  + 
PA4302 tadA TadA ATPase    + +  + 
PA4303 tadZ TadZ    +   + 
PA4304 rcpA RcpA     +  + 
PA4305 rcpC RcpC    + +  + 
PA4306 flp Type IVb pilin, Flp     +  + 
PA4307 pctC chemotactic transducer PctC      -  
PA4309 pctA chemotactic transducer PctA      -  
PA4311  conserved hypothetical protein     +   
PA4333  probable fumarase  -  -    
PA4359  conserved hypothetical protein     -  - 
PA4366 sodB superoxide dismutase  -  -    
PA4370 icmP 
Insulin-cleaving metalloproteinase 
outer membrane protein precursor 
 +  +    
PA4371  hypothetical protein   -  -  - 
PA4384  hypothetical protein   + +  + + 
PA4429  probable cytochrome c1 precursor  -  -    
PA4430  probable cytochrome b  -  -    
PA4431  probable iron-sulfur protein  -  -    
PA4438  conserved hypothetical protein    -    
PA4442 cysN 
ATP sulfurylase GTP-binding 
subunit/APS kinase 
    -  - 
PA4443 cysD ATP sulfurylase small subunit     -  - 
PA4467  hypothetical protein  +  +    
PA4468 sodM superoxide dismutase  +  +    
PA4469  hypothetical protein  +  +    
PA4470 fumC1 fumarate hydratase  +  +    
PA4471  hypothetical protein  +  +    
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PA4485  conserved hypothetical protein    -    
PA4496 dppA1 
probable binding protein 
component of ABC transporter 
      + 
PA4498 mdpA 
metallo-dipeptidase aeruginosa, 
MdpA 
    +  + 
PA4500 dppA3 
probable binding protein 
component of ABC transporter 
  -     
PA4501 opdD 
Glycine-glutamate dipeptide porin 
OpdP 
  -     
PA4502 dppA4 
probable binding protein 
component of ABC transporter 
  -     
PA4513  probable oxidoreductase    +    
PA4516  hypothetical protein   -     
PA4519 speC ornithine decarboxylase   +     
PA4520  probable chemotaxis transducer      -  
PA4527 pilC 
still frameshift type 4 fimbrial 
biogenesis protein PilC (putative 
pseudogene) 
     -  
PA4559 lspA prolipoprotein signal peptidase      -  
PA4570  hypothetical protein  +  +    
PA4587 ccpR 
cytochrome c551 peroxidase 
precursor 
 -  -   - 
PA4588 gdhA glutamate dehydrogenase    -    
PA4590 pra protein activator     +   
PA4597 oprJ 
Multidrug efflux outer membrane 
protein OprJ precursor 
  -     
PA4601 morA motility regulator    -    
PA4612  conserved hypothetical protein   +     
PA4613 katB catalase   +     
PA4622  
probable major facilitator 
superfamily (MFS) transporter 
  +     
PA4623  hypothetical protein   +     
PA4627  conserved hypothetical protein    -    
PA4628 lysP lysine-specific permease       - 
PA4648 cupE1 Pilin subunit CupE1   +  +  + 
PA4649 cupE2 Pilin subunit CupE2      + + 
PA4650 cupE3 Pilin subunit CupE3      + + 
PA4651 cupE4 Pilin assembly chaperone CupE4      + + 
PA4652 cupE5 Fimbrial usher protein CupE5     +  + 
PA4677  hypothetical protein     +  + 
PA4680  hypothetical protein   +     
PA4691  hypothetical protein     -  - 
PA4692  conserved hypothetical protein     -  - 
PA4703  hypothetical protein     +  + 
PA4708 phuT Heme-transport protein, PhuT  +  +    
PA4709 phuS PhuS  +  +    
PA4710 phuR 
Heme/Hemoglobin uptake outer 
membrane receptor PhuR precursor 
 +  +    
PA4738  conserved hypothetical protein     +   
PA4739  conserved hypothetical protein     +   
PA4770 lldP L-lactate permease     -  - 
PA4771 lldD L-lactate dehydrogenase   -     
PA4774  hypothetical protein   -     
PA4778 cueR CueR     +   
PA4783  conserved hypothetical protein   -     
PA4810 fdnI 
nitrate-inducible formate 
dehydrogenase, gamma subunit 
 -  -    
PA4811 fdnH 
nitrate-inducible formate 
dehydrogenase, beta subunit 
 -  -    
PA4812 fdnG 
formate dehydrogenase-O, major 
subunit 
 -  -    
PA4821  probable transporter   -     
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PA4844 ctpL CtpL    -    
PA4845 dipZ 
thiol:disulfide interchange protein 
DipZ 
  -     
PA4855 purD phosphoribosylamine--glycine ligase   -     
PA4869  hypothetical protein     +   
PA4876 osmE 
osmotically inducible lipoprotein 
OsmE 
    +   
PA4878 brlR BrlR       + 
PA4880  probable bacterioferritin  -  - +   
PA4889  probable oxidoreductase    -    
PA4890 desT DesT    -    
PA4896  
probable sigma-70 factor, ECF 
subfamily 
 +  +    
PA4916 nrtR 
Nudix-related transcriptional 
regulator NrtR 
    + +  
PA4917 nadD2 
nicotinate mononucleotide 
adenylyltransferase NadD2 
    + +  
PA4918 pcnA nicotinamidase, PcnA   -    - 
PA4925  conserved hypothetical protein     +  + 
PA4944 hfq Hfq   -     
PA4949  conserved hypothetical protein   -     
PA4975  NAD(P)H quinone oxidoreductase   -     
PA4977 aruI 2-ketoarginine decarboxylase, AruI   -     
PA4983  
probable two-component response 
regulator 
  -     
PA4986  probable oxidoreductase   -     
PA4996 rfaE LPS biosynthesis protein RfaE      -  
PA5023  conserved hypothetical protein   +     
PA5027  hypothetical protein     + +  
PA5040 pilQ 
Type 4 fimbrial biogenesis outer 
membrane protein PilQ precursor 
     -  
PA5041 pilP 
type 4 fimbrial biogenesis protein 
PilP 
     -  
PA5042 pilO 
type 4 fimbrial biogenesis protein 
PilO 
     -  
PA5043 pilN 
type 4 fimbrial biogenesis protein 
PilN 
     -  
PA5058 phaC2 
poly(3-hydroxyalkanoic acid) 
synthase 2 
  +  +   
PA5059  probable transcriptional regulator     +  + 
PA5061  conserved hypothetical protein     +  + 
PA5070 tatC transport protein TatC      -  
PA5071  conserved hypothetical protein    -    
PA5082 dguC DguC   -     
PA5098 hutH histidine ammonia-lyase   -     
PA5100 hutU urocanase   -     
PA5137  hypothetical protein   -     
PA5153  
amino acid 
(lysine/arginine/ornithine/histidine/
octopine) ABC transporter 
periplasmic binding protein 
  -     
PA5154  
probable permease of ABC 
transporter 
  -     
PA5161 rmlB dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase      + + 
PA5162 rmlD 
dTDP-4-dehydrorhamnose 
reductase 
     + + 
PA5163 rmlA 
glucose-1-phosphate 
thymidylyltransferase 
     +  
PA5164 rmlC 
dTDP-4-dehydrorhamnose 3,5-
epimerase 
     + + 
PA5167 dctP DctP   -     
PA5168 dctQ DctQ   -  -  - 
PA5169 dctM DctM   -     
PA5180  conserved hypothetical protein   +     
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Gen IDA 
Nombre 
del genB 
DescripciónC 
Regulado 
por HHQD 
Regulado 
por PQSE 
Regulado 
por PqsEF 
Regulado 
por AQsG 
Regulado por 
LasIRH 
Regulado por 
RhlIRI 
Regulado por 
LasIR/RhlIRJ 
PA5184  hypothetical protein     +   
PA5201  conserved hypothetical protein   -     
PA5220  hypothetical protein     + + + 
PA5228  conserved hypothetical protein    -    
PA5230  
probable permease of ABC 
transporter 
      + 
PA5231  
probable ATP-binding/permease 
fusion ABC transporter 
   -   + 
PA5232  conserved hypothetical protein     +  + 
PA5252  
probable ATP-binding component of 
ABC transporter 
  -     
PA5300 cycB cytochrome c5  -  -    
PA5340  hypothetical protein   +     
PA5352  conserved hypothetical protein     +   
PA5353 glcF glycolate oxidase subunit GlcF     +   
PA5354 glcE glycolate oxidase subunit GlcE     +   
PA5355 glcD glycolate oxidase subunit GlcD  -  - +   
PA5356 glcC transcriptional regulator GlcC     + +  
PA5362  conserved hypothetical protein    -    
PA5366 pstB 
ATP-binding component of ABC 
phosphate transporter 
  -     
PA5367 pstA 
membrane protein component of 
ABC phosphate transporter 
  -     
PA5368 pstC 
membrane protein component of 
ABC phosphate transporter 
  -     
PA5369 pstS 
phosphate ABC transporter, 
periplasmic phosphate-binding 
protein, PstS 
  -     
PA5375 betT1 BetT1    +    
PA5380 gbdR GbdR  -  -    
PA5395  conserved hypothetical protein    +    
PA5396  hypothetical protein  -  -    
PA5397  hypothetical protein  -  -    
PA5410 gbcA GbcA  -  -    
PA5415 glyA1 serine hydroxymethyltransferase     +   
PA5434 mtr tryptophan permease    -    
PA5450 wzt 
ABC subunit of A-band LPS efflux 
transporter 
     -  
PA5451 wzm 
membrane subunit of A-band LPS 
efflux transporter 
     +  
PA5460  hypothetical protein   +     
PA5480  hypothetical protein       + 
PA5481  hypothetical protein     +  + 
PA5482  hypothetical protein     +   
PA5500 znuC zinc transport protein ZnuC   + -    
A Codigo identificativo, B nombre y C descripción de los genes según lo establecido en la base de datos Pseudomonas Genome 
DataBase. 
D Genes que han sido identificados como positiva o negativamente regulados por la adición exógena de HHQ 
E Genes que han sido identificados como positiva o negativamente regulados por la adición exógena de PQS. 
F Genes que han sido identificados como positiva o negativamente regulados por la inducción de la expresión del gen pqsE de manera 
independiente a la presencia de AQs. 
G Genes que han sido identificados como positiva o negativamente regulados tanto por la adición exógena de PQS y HHQ como por 
la pérdida de funcionalidad del gen pqsA que anula la producción de AQs. Los genes que disminuyeron o incrementaron su expresión 
en el mutante ΔpqsA fueron identificados respectivamente como positiva o negativamente regulados por la síntesis endógena de 
AQs. 
H Genes que han sido identificados como positiva o negativamente regulados por el sistema LasIR, ya sea mediante la adición 
exógena de 3-oxo-C12-HSL, la pérdida de funcionalidad de los genes lasI y/o lasR, o por la identificación de los genes directamente 
regulados por LasR. 
I Genes que han sido identificados como positiva o negativamente regulados por el sistema RhlIR, ya sea mediante la adición exógena 
de 3-oxo-C12-HSL o por la pérdida de funcionalidad de los genes rhlI y/o rhlR. 
J Genes que o bien no se ha podido determinar con exactitud si están regulados por el sistema LasIR o por el sistema RhlIR, o bien 
se ha visto que están regulados por ambos sistemas.
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